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Esta	  tesis	  se	  presenta	  como	  un	  recopilación	  de	  publicaciones	  científicas	  de	  las	  que	  la	  candidata	  a	  Doctor	  es	  primera	  autora,	  de	  acuerdo	  con	  las	  normas	  de	   presentación	   de	   tesis	   doctoral	   del	   Programa	   de	   Doctorado	   del	  Departamento	   de	   Medicina	   de	   la	   Facultad	   de	   Medicina	   de	   la	   Universidad	  Autónoma	  de	  Madrid.	  	  Esta	   tesis	  consta	  de	  una	   introducción	  general	  en	   la	  que	  se	  revisa	  el	  estado	  actual	  del	  diagnóstico	  del	  asma,	  objetivos,	  breve	  descripción	  de	  pacientes	  y	  métodos,	   un	   resúmen	   de	   los	   resultados	   de	   los	   trabajos,	   los	   tres	   artículos	  originales,	  una	  discusión	  general	  y	  unas	  conclusiones.	  	  Estos	   trabajos	  publicados	  abordan	  el	  diagnóstico	  del	  asma	  y	   la	  utilidad	  de	  las	  técnicas	  de	  broncoprovocación	  con	  agentes	   indirectos	  y	  de	   la	  medición	  de	   la	   fracción	   de	   óxido	   nítrico	   exhalado	   en	   pacientes	   con	   síntomas	  sugestivos	  de	  asma	  así	  como	  en	  la	  monitorización	  de	  la	  respuesta	  bronquial	  tras	  provocación	  bronquial	  específica	  con	  alérgeno.	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Definición	  de	  asma	  
El	   asma	  es	  una	  enfermedad	  heterogénea,	  habitualmente	   caracterizada	  por	  una	   inflamación	   crónica	   de	   la	   vía	   aérea.	   Se	   define	   por	   la	   presencia	   de	  síntomas	  respiratorios	  como	  sibilantes,	  disnea,	  opresión	  torácica	  y	  tos,	  que	  varían	  a	  lo	  largo	  del	  tiempo	  en	  intensidad,	  junto	  con	  una	  limitación	  variable	  del	  flujo	  aéreo	  (1).	  Esta	  definición	  de	  consenso	  se	  basa	  en	  la	  consideración	  de	  las	  características	  que	  son	  típicas	  del	  asma	  y	  que	  la	  distinguen	  de	  otras	  enfermedades	  respiratorias.	  En	  su	  patogenia	  intervienen	  diversas	  células	  y	  mediadores	  de	  la	  inflamación,	  condicionada	  por	  factores	  genéticos	  (2).	  Se	   caracteriza	   por	   los	   síntomas	   descritos	   y	   la	   limitación	   variable	   del	   flujo	  espiratorio.	   Tanto	   los	   síntomas	   como	   la	   limitación	   del	   flujo	   aéreo	  característicamente	   varían	   en	   intensidad	   a	   lo	   largo	   del	   tiempo.	   Estas	  variaciones,	  a	  menudo	  están	  desencadenadas	  por	  factores	  como	  el	  ejercicio,	  la	   exposición	   a	   alérgenos	   o	   irritantes,	   cambios	   de	   tiempo	   o	   infecciones	  víricas	  del	  tracto	  respiratorio.	  	  Los	  síntomas	  y	  la	  limitación	  al	  flujo	  aéreo	  se	  resuelven	  espontáneamente	  o	  en	   respuesta	   al	   tratamiento	   y	   pueden	   estar	   ausentes	   durante	   semanas	   o	  meses.	   Por	   otra	   parte,	   los	   pacientes	   suelen	   experimentar	   exacerbaciones	  episódicas	  que,	  en	  algunas	  ocasiones,	  pueden	  llegar	  a	  comprometer	  la	  vida.	  El	  asma	  habitualmente	  se	  asocia	  a	   la	  hiperrespuesta	  bronquial	  a	  estímulos	  directos	  o	  indirectos,	  y	  a	  la	  presencia	  de	  inflamación	  crónica	  de	  la	  vía	  aérea	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(1,2).	  Estos	  hechos	  suelen	  ser	  persistentes,	  incluso	  cuando	  el	  individuo	  está	  asintomático,	  o	  tiene	  una	  función	  pulmonar	  normal.	  
Fisiopatología	  del	  asma	  
Los	  hechos	   fundamentales	  en	   la	   fisiopatología	  del	  asma	  son	   la	   inflamación	  de	   la	  vía	  aérea,	  el	  aumento	  de	   la	  respuesta	  broncoconstrictora	  a	  estímulos	  inespecíficos	   y	   una	   obstrucción	   variable	   al	   flujo	   aéreo.	   Esto	   condiciona	  cambios	  estructurales	  a	  largo	  plazo	  que	  se	  conocen	  como	  remodelación.	  La	   patogenia	   del	   asma	   es	   compleja.	   Las	   interacciones	   entre	   los	   factores	  genéticos,	   epigenéticos	   y	   ambientales	   predisponen	   a	   los	   pacientes	   al	  desarrollo	  de	  patrones	   inmunológicos	  regulatorios	  disfuncionales	  que,	  a	   la	  postre,	   condicionan	   la	   presentación	   de	   los	   diferentes	   síntomas	   y	  manifestaciones	  clínicas.	  	  Según	   estudios	   en	   gemelos	   se	   estima	   que	   la	   herencia	   es	   responsable	   de	  hasta	   un	   60%	   del	   desarrollo	   de	   asma	   (3–5).	   Los	   trabajos	   de	   asociación	  genómica	   (GWAS:	  genome-­‐wide	  association	  studies)	  han	   identificado	  varios	  genes	   candidatos	   que	   están	   potencialmente	   involucrados	   en	   la	   patogenia	  del	   asma,	   pero	   también	   con	   la	   atopia,	   los	   niveles	   séricos	   de	   IgE	   total	   o	  diferentes	   factores	   de	   crecimiento	   y	   de	   interleucinas	   (IL)	   (6–8).	   No	  obstante,	   la	   interacción	  genes-­‐ambiente	  modula	   la	  susceptibilidad	  genética	  para	  el	  fenotipo	  relacionado	  con	  el	  asma	  (9,10).	  Protocolos	  con	  ratones	  han	  demostrado	   que	   la	   exposición	   alergénica	   induce	   cambios	   epigenéticos	  asociados	   con	   genes	   involucrados	   en	   respuestas	   Th1	   y	   Th2	   (11).	   Varias	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exposiciones	   ambientales	   se	   han	   relacionado	   con	   el	   desarrollo	   de	   asma,	  como	   el	   virus	   respiratorio	   sincitial	   (12).	   Por	   el	   contrario,	   la	   exposición	  temprana	  a	  un	  amplio	  repertorio	  microbiano	  se	  ha	  asociado	  con	  una	  menor	  probabilidad	  de	  aparición	  de	  asma	  (13,14),	  aunque	  el	  mecanismo	  por	  el	  que	  esto	  se	  desencadena	  no	  está	  claro.	  	  
La	  respuesta	  inflamatoria	  en	  el	  asma	  
La	   afectación	   de	   la	   vía	   aérea	   en	   los	   procesos	   alérgicos	   se	   debe	   a	   una	  regulación	   inmunológica	   aberrante	   en	   individuos	   susceptibles	   como	  respuesta	   específica	   a	   un	   alérgeno.	   Esto	   supone	   la	   activación	   in	   situ	   de	  células	  inflamatorias	  o	  el	  reclutamiento	  de	  las	  mismas	  hacia	  la	  vía	  aérea.	  Las	  células	  implicadas	  incluyen	  mastocitos,	  macrófagos,	  eosinófilos,	  linfocitos	  T,	  células	   dendríticas,	   basófilos,	   neutrófilos	   y	   plaquetas	   (15).	   Asimismo	   las	  células	   estructurales	   como	   células	   epiteliales,	   células	   musculares	   lisas,	  células	   endoteliales	   y	   fibroblastos	   son	   también	   capaces	   de	   sintetizar	   y	  liberar	  mediadores	  inflamatorios	  (16–18).	  	  En	  el	  asma	  alérgica	  está	  implicada	  una	  reacción	  de	  hipersensibilidad	  tipo	  I	  en	  la	  que	  inmunoglobulinas	  de	  clase	  E	  (IgE)	  específicas	  frente	  al	  alérgeno	  se	  unen	   a	   sus	   receptores	   de	   alta	   afinidad	   (FcεRI)	   de	   basófilos	   y	   mastocitos	  presentes	   en	   las	   capas	   subepiteliales	   de	   la	   vía	   aérea	   (19).	   Esto	   inicia	   una	  secuencia	   de	   reacciones	   bioquímicas	   y	   cambios	  morfológicos	   en	   la	   célula,	  que	   resultan	   en	   la	   exocitosis	   de	   los	   gránulos	   secretores	   que	   contienen	  histamina	   y	   otros	   mediadores	   preformados;	   la	   síntesis	   y	   secreción	   de	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mediadores	   lipídicos	   formados	   de	   novo,	   como	   prostaglandinas	   (PG)	   y	  leucotrienos	  (LT);	  y	  la	  síntesis	  y	  secreción	  de	  citoquinas	  (Figura	  1).	  	  	  
	  
Figura	  1.	  Mediadores	  liberados	  por	  mastocitos	  	  PGD2:	  prostaglandina	  D2,	  LTC4:	  leucotrieno	  C4.	  PAF:	  factor	  activador	  de	  plaquetas,	  FGP:	  factor	  de	  crecimiento	  de	  fibroblastos,	  VEGF:	  factor	  de	  crecimiento	  del	  endotelio	  vascular,	  MIP:	  proteína	  inflamatoria	  de	  macrófago,	  RANTES:	  regulated	  on	  activation,	  normal	  T-­‐cell	  expressed	  and	  secreted,	  MCP-­‐1:	  proteína	  quimiotáctica	  de	  monocito-­‐1	  	  Estos	  mediadores	  son	  capaces	  de	  ocasionar	  la	  contracción	  del	  músculo	  liso	  bronquial,	   causar	   edema	   y	   secreción	   de	   moco	   que	   contribuye	   al	  estrechamiento	  de	  la	  vía	  aérea.	  	  Los	   cambios	   patogénicos	   de	   los	   que	   se	   derivan	   la	   inflamación,	   la	  hiperrespuesta	  bronquial	  y	  la	  remodelación	  están	  mediados	  por	  diferentes	  células	   de	   la	   vía	   aérea	   y	   células	   involucradas	   en	   la	   respuesta	   inmunitaria	  (Figura	  2).	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Figura	  2.	  Respuestas	  del	  huésped	  en	  la	  patogenia	  del	  asma.	  Tomado	  de	  Kim	  HY,	  De	  Kruyff	  RH,	  Umetsu	  DT.	  The	  many	  paths	  to	  asthma:	  phenotype	  shaped	  by	  innate	  and	  adaptative	  immunity.	  Nat	  Immunol	  2010;	  11:	  577-­‐84	  IL:	  interleucina;	  TSLP:	  linfopoyetina	  tímica	  estromal	  	   a. Células	  epiteliales	  de	   la	  vía	  aérea.	  Las	  células	  epiteliales	  son	  las	  células	  principales	  que	  forman	  la	  barrera	  contra	  el	  estrés	  mecánico	  y	  oxidativo,	  los	  alérgenos,	  los	  agentes	  contaminantes	  e	  infecciones,	  así	   como	   frente	   al	   daño	  de	   sustancias	   endógenas.	   También	   tienen	  un	   papel	   importante	   en	   el	   aclaramiento	   muco-­‐ciliar	   y	   en	   la	  señalización	   de	   varios	   tipos	   de	   receptores	   de	   patrones	   de	  reconocimiento,	   incluidos	   los	   receptores	  Toll-­‐like	  4	   (TLR-­‐4).	   Éstos	  son	  expresados	  en	  las	  células	  epiteliales,	  poniendo	  en	  marcha	  tanto	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respuestas	  alérgicas	  como	  frente	  a	  estímulos	  infecciosos	  (20).	  En	  el	  asma,	  las	  citoquinas	  y	  quimiocinas	  derivadas	  de	  células	  epiteliales,	  incluyendo	   IL-­‐25,	   IL-­‐33,	   linfopoyetina	   tímica	   estromal	   (TSLP)	   y	  factor	   estimulante	   de	   colonias	   de	   granulocitos-­‐monocitos	   (GM-­‐CSF),	   estimulan	   a	   células	   efectoras	   (basófilos,	   eosinófilos,	  mastocitos	   y	   linfocitos)	   y	   a	   células	   dendríticas	   para	   poner	   en	  marcha	   los	   patrones	   de	   respuesta	   inmunitaria	   tras	   contacto	   con	  alérgenos,	   contaminantes	   o	   agentes	   infecciosos	   (21).	   Las	   células	  epiteliales	  también	  son	  productoras	  de	  mediadores,	  citoquinas	  (IL-­‐5,	   GM-­‐CSF),	   quimiocinas	   (RANTE/CCL5,	   eotaxina/CCL11	   y	   MCP-­‐1/CCL2),	  factores	  de	  crecimiento	  y	  otros	  mediadores	  tales	  como	  el	  óxido	  nítrico	  (NO).	  b. Células	   dendríticas.	   Al	   igual	   que	   las	   epiteliales,	   las	   células	  dendríticas	  están	  expuestas	  directamente	  al	  ambiente	  exterior.	  Las	  células	  dendríticas	  pulmonares	  actúan	  como	  células	  presentadoras	  de	   antígeno	   y	   expresan	   una	   gran	   variedad	   de	   receptores	   de	  reconocimiento	   de	   patrones	   en	   su	   superficie	   celular.	   Las	   células	  dendríticas	   además	   pueden	   reclutar	   eosinófilos	   localmente	   (20).	  Las	  células	  dendríticas	  también	  pueden	  ser	  reclutadas	  a	  la	  vía	  aérea	  en	   respuesta	   a	   alérgenos	   y	   microorganismos	   patógenos	   (22,23).	  Pueden	   ser	  directamente	  estimuladas	  por	   la	  unión	  de	  alérgenos	  o	  agentes	   infecciosos	   directamente	   en	   su	   superficie,	   o	   ser	  estimuladas	  de	  forma	  indirecta	  por	   las	  células	  epiteliales	  (a	  través	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de	   mediadores	   como	   IL-­‐25,	   IL-­‐33,	   TSLP,	   GM-­‐CSF)	   (24).	   Su	  migracion	  a	  través	  del	  sistema	  linfático	  a	  los	  ganglios	  linfáticos	  está	  mediada	   por	   múltiples	   factores,	   incluyendo	   el	   receptor	   C-­‐C	   de	  quimiocina	   tipo	   7	   (CCR7),	   CCR8	   y	   CCRL2	   (25,26).	   Las	   células	  dendríticas	  afectan	  también	  a	  la	  diferenciación	  de	  células	  T	  y,	  bajo	  determinadas	   circunstancias,	   generan	   una	   respuesta	   Th2,	  característica	  del	  asma	  de	  base	  atópica	  (27).	  c. Linfocitos	   T.	   Varias	   subpoblaciones	  de	   células	  T	   son	   importantes	  en	   el	   asma.	   Los	   linfocitos	   CD4+	   productores	   de	   citoquinas	   Th2	  tienden	  a	  predominar	  con	  niveles	  característicamente	  elevados	  de	  IL-­‐4,	   IL-­‐5	   e	   IL-­‐13	   (28).	   IL-­‐4	   e	   IL-­‐13	   promueven	   la	   inflamación	   a	  través	   de	   la	   señalización	   de	   eosinófilos	   y	   células	   B,	   y	   la	  remodelación	   a	   través	   de	   la	   señalización	   de	   fibroblastos,	   células	  musculares	   lisas,	  células	  dendríticas	  y	  células	  epiteliales	  (29).	   IL-­‐4	  es	  esencial	  para	  la	  diferenciación	  de	  células	  Th2	  y	  es	  crítica	  tanto	  en	  la	   producción	   de	   IgE	   como	   en	   la	   expresión	   de	   receptores	   de	   baja	  afinidad	  para	   la	   IgE	  en	   linfocitos	  B,	   así	   como	  para	   la	  expresión	  de	  receptores	  de	  alta	  afinidad	  en	  mastocitos	  y	  basófilos.	  El	  mecanismo	  por	  el	  que	  actúa	  IL-­‐4	  es	  a	  través	  de	  la	  unión	  a	  su	  receptor	  IL-­‐4R	  que	  activa	   en	   factor	   de	   transcipción	   nuclear	   STAT-­‐6.	   De	   hecho,	   en	  pacientes	  asmáticos	   se	  ha	  visto	  un	  aumento	  de	   la	   expresión	   tanto	  de	   STAT-­‐6	   como	   de	   GATA-­‐3,	   que	   participan	   en	   la	   generación	   de	  citoquinas	  (30,31).	  IL-­‐4	  además	  induce	  la	  formación	  de	  cisteinil-­‐LT	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(cis-­‐LT)	  a	  partir	  de	  mastocitos	  e	   induce	   la	  expresión	  de	  moléculas	  de	   adhesión	   (VCAM-­‐1)	   en	   el	   endotelio,	   lo	   que	   tiene	   efecto	  quimiotáctico	  para	  eosinófilos,	  basófilos	  y	   linfocitos.	  La	   IL-­‐4,	   junto	  con	   la	   IL-­‐13,	   también	   induce	   la	  producción	  de	  eotaxina.	  La	   IL-­‐5	  es	  esencial	   para	   la	   supervivencia	   y	   la	   maduración	   de	   linfocitos	   B	   y,	  junto	   con	   la	   IL-­‐3	   y	   GM-­‐CSF,	   promueve	   la	   diferenciación	   y	  maduración	  de	  eosinófilos.	  IL-­‐13,	  junto	  a	  IL-­‐4,	  promueve	  el	  cambio	  de	  isotipo	  hacia	  IgE,	  la	  adhesión	  de	  eosinófilos	  al	  endotelio	  vascula	  y	  la	  respuesta	  Th2.	  La	  IL-­‐13	  además,	  induce	  la	  secreción	  de	  moco	  y	  provoca	  hiperrespuesta	  bronquial	  al	  unirse	  a	  sus	  receptores	  en	  las	  células	  musculares	  de	  la	  vía	  aérea.	  Algunos	  pacientes	  con	  asma,	  sin	  embargo,	  muestran	  un	  predominio	  de	  linfocitos	  Th1.	  Este	  patrón	  se	  desarrolla	   por	   la	   presencia	   de	   IL-­‐18	   e	   interferón	   γ	   (IFN-­‐γ)	   y	   se	  caracteriza	  por	  una	  elevada	  producción	  del	  mismo	  (32).	  Las	  células	  Th17,	   que	   son	   linfocitos	   T	   CD4+	   que	   expresan	   IL-­‐17,	   también	  juegan	   un	   papel	   en	   una	   parte	   de	   los	   pacientes	   con	   asma.	   Este	  patrón,	   aunque	   infrecuente,	   resulta	   en	   un	   predominio	   de	  neutrófilos	  como	  célula	  efectora	  principal	  (33,34).	  Las	  células	  Th9,	  linfocitos	  T	  CD4+	  secretores	  de	  IL-­‐9	  que	  se	  encuentran	  elevadas	  en	  pacientes	   atópicos	   y	   que	   promueven	   la	   respuesta	   alérgica,	  probablemente	   a	   través	   de	   la	   activación	   de	   mastocitos,	   también	  tienen	   un	   papel	   importante	   (35).	   Por	   último,	   las	   células	   T	  reguladoras,	   que	   segregan	   factor	   de	   crecimiento	   transformador	  β	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(TGF-­‐β),	   IL-­‐10	   y	   citoquinas	   antiinflamatorias	   son	   importantes	   por	  su	  papel	  atenuador	  de	  la	  respuesta	  alérgica	  (36,37).	  d. Linfocitos	   B.	   Los	   linfocitos	   B	   son	   importantes	   en	   el	   asma	   por	  producir	  IgE,	  IL-­‐5	  y	  factor	  activador	  de	  células	  B	  que	  promueven	  la	  supervivencia	  de	  las	  mismas.	  Bajo	  la	  influencia	  de	  IL-­‐4	  o	  IL-­‐13,	   las	  células	   B	   se	   unen	   a	   células	   T	   (a	   través	   del	   CD40	   y	   CD40L	  respectivamente)	   para	   que	   sean	   activadas	   y	   produzcan	   IgE,	  generalmente	  en	  los	  ganglios	  linfáticos	  regionales.	  La	  IgE	  segregada	  se	  une	  a	  la	  superficie	  de	  mastocitos	  y	  basófilos	  a	  través	  del	  receptor	  de	  alta	  afinidad	  FcεRI.	  Cuando	  la	  IgE	  está	  unida	  al	  alérgeno,	  causa	  la	  degranulación	  y	  liberación	  de	  mediadores	  de	  estas	  células	  (38).	  e. Células	   linfoides	   innatas.	   Son	   un	   tipo	   de	   leucocito	   efector	  recientemente	  descubierto,	   que	   es	   estimulado	  por	   IL-­‐25	  e	   IL-­‐33	  y	  requiere	  la	  transcripción	  de	  factor	  RORα	  para	  la	  señalización.	  Estas	  células	   tiene	   la	   capacidad	   de	   diferenciarse	   en	   macrófagos	   y	  granulocitos	  a	  la	  vez	  que	  liberan	  notables	  cantidades	  de	  citoquinas	  Th2	  y	  estimulan	  eosinófilos	  (39).	  f. Eosinófilos.	   Los	   eosinófilos	   son	   granulocitos	   generados	   en	   la	  médula	   ósea,	   que	   juegan	   un	   papel	   fundamental	   en	   el	   asma.	   La	  biología	  del	  eosinófilo	  es	  compleja	  y	  el	  efecto	  de	  sus	  productos	  de	  secreción,	  diverso.	  La	  diferenciación	  en	  la	  médula	  está	  mediada	  por	  IL-­‐13,	   IL-­‐5	   y	   GM-­‐CSF	   (40).	   El	   reclutamiento	   de	   eosinófilos	   está	  mediado	  por	  IL-­‐13,	  histamina,	  PG	  del	  tipo	  2	  y	  eotaxinas,	  a	  través	  del	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receptor	   CCR3	   (41).	   En	   el	   fenómeno	   de	   reclutamiento	   de	  eosinófilos	  se	  han	  identificado	  numerosas	  moléculas	  implicadas.	  En	  la	   superficie	   del	   eosinófilo	   se	   expresan	   integrinas	   como	   las	  integrinas	   β2	   y	   el	   antígeno	   asociado	   a	   la	   función	   de	   linfocitos	   1	  (LFA-­‐1)	   que	   es	   una	   integrina	   α1β2,	   y	   se	   encuentra	   elevada	   en	  eosinófilos	   de	   pacientes	   atópicos	   tras	   provocación	   bronquial	  específica.	  Ambas	  tienen	  alta	  afinidad	  por	  la	  ICAM-­‐1	  presente	  en	  la	  superfcie	   del	   endotelio	   vascular.	   Además	   la	   integrina	   α1β7	   o	  antígeno	  tardío	  (VLA-­‐4),	  selectiva	  del	  eosinófilo,	  se	  une	  a	  VCAM-­‐1	  y	  es	  importante	  para	  la	  adhesión	  inicial	  de	  eosinófilo	  al	  endotelio.	  La	  integrina	  αMβ2	  o	  Mac-­‐4	  también	  es	   importante	  en	   la	  extravasación	  del	  eosinófilo,	  al	   igual	  que	  LFA-­‐1	  (42).	  La	  migración	  del	  eosinófilo	  es	  estimulada,	  entre	  otros,	  por	  RANTES,	  MCP-­‐4	  y	  las	  eotaxinas	  1,	  2	  y	  3	  que	  actúan	  de	  forma	  sinérgica	  con	  IL-­‐5.	  	  La	  supervivencia	  de	  los	  eosinófilos	   es	   promovida	   por	   IL-­‐5	   y	   su	   apoptosis	   señalizada	   a	  través	  de	  los	  receptores	  siglek-­‐8	  y	  siglek-­‐F	  (43,44).	  Los	  eosinófilos	  segregan	   una	   importante	   cantidad	   de	   mediadores	   lipídicos	   y	  proteínas	  relevantes	  en	  la	  inmunobiología	  del	  asma,	  como	  el	  factor	  activador	  de	  plaquetas	  (PAF),	  cis-­‐LT	  (LTC4,	  LTD4,	  LTE4)	  que	  tienen	  un	  potente	  efecto	  broncoconstrictor	  y	  promueven	  el	  reclutamiento	  de	   células	   inflamatorias.	   Además	   liberan	   proteínas	   granulares	  citotóxicas,	   como	   la	   proteína	   catiónica	   del	   eosinófilo	   (ECP),	   la	  neurotoxina	   derivada	   del	   eosinófilo	   (EDN),	   la	   peroxidasa	   del	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eosinófilo	  (EPO)	  y	  la	  proteína	  básica	  mayor	  (MBP)	  que	  induce	  daño	  en	  el	  epitelio	  bronquial	  e	  hiperrespuesta	  bronquial.	  Los	  eosinófilos	  segregan	  citoquinas	  y	  quimiocinas,	   como	  TGF-­‐β,	  TNF-­‐α,	   IL-­‐4,	   IL-­‐5,	  IL-­‐6,	  IL-­‐8,	  GM-­‐CSF	  y	  RANTES,	  que	  promueven	  la	  inflamación	  Th2	  y	  el	  daño	  del	  epitelio	  de	  la	  vía	  aérea	  (45,46).	  El	  eosinófilo	  es	  capaz	  de	  modular	   la	   respuesta	   inflamatoria	   no	   sólo	   por	   la	   liberación	   de	  proteínas	  citotóxicas	  y	  mediadores	  lipídicos	  de	  la	  inflamación,	  sino	  porque	  son	  capaces	  de	  generar	  y	  liberar	  gran	  cantidad	  de	  reactivos	  intermediarios	   de	   oxígeno	   (anión	   superóxido,	   peróxido	   de	  hidrógeno	   y	   radicales	   hidroxi)	   y	   de	   nitrógeno	   (NOx)	   (47,48),	   así	  como	   enzimas	   degradativas	   como	   la	   elastasa,	   colagenasa	   y	  ribonucleasas	  que	  afectan	  a	  la	  estructura	  pulmonar	  (49,50).	  g. Mastocitos.	   Los	   mastocitos	   y	   basófilos	   son	   las	   células	   efectoras	  más	   importantes	   en	   el	   asma	   ya	   que	   poseen	   receptores	   de	   alta	  afinidad	   para	   IgE	   (FCεRI).	   Estas	   células,	   mantenidas	   cerca	   de	   las	  superficies	  mucosas	  por	  IL-­‐9,	  pueden	  ser	  activadas	  por	  la	  unión	  del	  factor	   de	   células	  madre	   al	   receptor	   de	   superficie	   del	   c-­‐kit,	   por	   la	  unión	  de	  IgE	  o	  de	  tirosina-­‐kinasa	  (51).	  Los	  mastocitos	  activados	  son	  una	   fuente	   importante	   de	   TNF-­‐α,	   IL-­‐4,	   I-­‐5,	   IL-­‐6,	   quimicionas,	  factores	   de	   crecimiento,	   histamina,	   cis-­‐LT	   y	   PG	   (52).	   Cuando	   el	  alérgeno	   se	   une	   a	   la	   IgE	   fijada	   en	   la	   superficie	   de	   un	   mastocito,	  ocasiona	   la	   liberación	  de	   los	  mediadores	  preformados	  del	   interior	  de	  los	  gránulos	  (Figura	  2).	  Estas	  sustancias	  son	  responsables	  de	  la	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fase	   inmediata	   de	   la	   reacción	   alérgica,	   y	   tienen	   un	   papel	  fundamental	   en	   la	   broncoconstricción,	   vasodilatación	   e	   inician	   la	  cascada	   de	   la	   inflamación	   alérgica.	   Tras	   el	   estímulo	   alérgeno-­‐específico,	   se	   sintetizan	   otros	   mediadores	   derivados	   de	   ácido	  araquidónico,	   como	   LT	   y	   tromboxanos,	   que	   actúan	   como	   factores	  quimiotácticos	  de	  eosinófilos,	  linfocitos	  B,	  T,	  neutrófilos	  y	  basófilos	  que	  contribuyen	  a	  mantener	  la	  respuesta	  inflamatoria.	  	  h. Neutrófilos.	   Los	   neutrófilos,	   reclutados	   a	   través	   de	   Th17	   son	  importantes	   en	   un	   subtipo	   de	   asma	   que	   no	   responde	   a	  corticosteroides	   inhalados	   (53).	   No	   obstante,	   el	   papel	   de	   los	  neutrófilos	   en	   la	   patogenia	   del	   asma	   ha	   sido	   difícil	   de	   probar,	   ya	  que	  el	  uso	  de	  corticosteroides	  inhalados	  suprime	  la	  eosinofilia	  en	  la	  vía	   aérea	   y	   esto	   puede	   resultar	   en	   una	   sobreestimación	   de	   los	  neutrófilos	  (54–56).	  	  
La	  hiperrespuesta	  bronquial	  y	  la	  remodelación	  
En	   el	   asma	   hay	   un	   aumento	   de	   la	   sensibilidad	   de	   la	   vía	   aérea	   a	   distintos	  estímulos,	   lo	   que	   causa	   broncoespasmo	   en	   respuesta	   a	   agentes	   que	   no	  afectan	   a	   los	   sujetos	   sanos.	   Este	   aumento	   de	   la	   sensibilidad	   se	   denomina	  hiperrespuesta	  bronquial	  (HRB).	  	  La	  HRB	  es	  un	  hecho	  característico	  que	  se	  puede	   hallar	   virtualmente	   en	   todos	   los	   pacientes	   con	   asma	   (57).	   No	  obstante,	  hay	  una	  variabilidad	  considerable	  en	  la	  intensidad	  de	  la	  HRB	  tanto	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entre	  individuos	  como	  en	  el	  mismo	  paciente	  en	  diferentes	  momentos	  de	  la	  enfermedad.	  El	   grado	  de	  HRB	  se	  ha	   relacionado	  con	   la	  gravedad	  del	   asma	  (58,59),	  de	  forma	  que	  los	  pacientes	  con	  asma	  más	  grave	  tendrían	  una	  mayor	  HRB,	  pero	  esta	  correlación	  es	  débil	  y,	  por	  lo	  tanto,	  no	  se	  usa	  en	  la	  evaluación	  	  clínica	  de	  la	  gravedad.	  	  Los	  factores	  que	  intervienen	  en	  el	  desarrollo	  de	  HRB	  pueden	  clasificarse	  en	  persistentes	   y	   variables	   (58,60).	   Los	   factores	   persistentes	   de	   la	   HRB	   son	  atribuidos	   a	   los	   cambios	   estructurales	   en	   la	   vía	   aérea,	   que	   incluyen	   el	  engrosamiento	   subendotelial	   de	   la	   membrana	   basal,	   la	   hipertrofia	   del	  músculo	   liso	  bronquial	   y	   alteraciones	   vasculares.	   Estos	   cambios	   alteran	   la	  arquitectura	  de	  la	  vía	  aérea	  y	  la	  hacen	  más	  gruesa,	  menos	  distensible	  y	  más	  estrecha,	   lo	  que	  determina	  un	  mayor	  grado	  de	   constricción	   tras	   estímulos	  con	  agentes	  broncoconstrictores.	  	  El	   componente	   variable	   de	   la	   HRB,	   sin	   embargo,	   está	   relacionado	   con	   la	  inflamación	   de	   la	   vía	   aérea	   como	   resultado	   de	   infecciones	   respiratorias,	  exposición	  a	  alérgenos	  o	  el	  tratamiento	  recibido	  por	  el	  paciente.	  Aunque	  ambos	  procesos	  están	  estrechamente	  relacionados,	  hay	  estudios	  en	  los	   que	   se	   demuestra	   que	   es	   el	   status	   estructural,	   y	   no	   necesariamente	   la	  inflamación,	  lo	  que	  determina	  la	  HRB	  (61,62).	  El	   proceso	   de	   remodelación	   de	   la	   vía	   aérea	   se	   refiere	   a	   una	   multitud	   de	  cambios	  estructurales	  que	  ocurren	  en	  el	  asma	  e	  incluyen	  el	  daño	  epitelial,	  el	  engrosamiento	   de	   la	   membrana	   basal,	   un	   aumento	   en	   el	   espesor	   del	  músculo	  liso	  bronquial,	  metaplasia	  de	  células	  caliciformes	  y	  un	  aumento	  de	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la	   angiogénesis	   y	   linfangiogénesis	   (63)	   y	   concluye	   con	   cambios	   en	   el	  depósito	  de	  tejido	  conectivo	  y	  alteración	  estructural	  de	  la	  vía	  aérea	  (Figura	  
3).	  
	  
Figura	  3.	  Sección	  histológica	  de	  la	  vía	  aérea	  de	  un	  paciente	  sin	  asma	  (izquierda)	  y	  un	  paciente	  con	  asma	  grave	  (derecha),	  teñido	  con	  tinción	  pentacromática	  de	  Movat.	  En	  la	   imagen	   derecha	   el	   epitelio	   (Ep)	   muestra	   hiperplasia	   mucosa	   e	   hipersecreción	  (azul)	   y	   engrosamiento	   de	   la	   membrana	   basal	   (Bm).	   El	   músculo	   liso	   (Sm)	   está	  aumentado.	  Reproducido	  de	  Wadsworth	  B,	  Yang	   J,	  Dorscheid	  D.	   IL-­‐13,	  asthma	  and	  glycosilation	   in	   airway	   epithelial	   repair.	   In:	   Chang	   C,	   ed.	   Carbohydrates:	  comprehensive	  studies	  on	  glycobiology	  and	  glycotechnology.	  InTech,	  2012	  	  	  Los	   procesos	   que	   se	   desarrollan	   incluyen	   desdiferenciación,	   migración	  celular,	   diferenciación	   y	   maduración	   de	   células	   estructurales	   (64).	   En	   el	  proceso	  de	  reestructuración	  se	  combina	  el	  daño	  epitelial	  con	  la	  reparación	  epitelial	   prolongada	   y	   la	   sobreproducción	   de	   factores	   de	   crecimiento	  profibrótico	   (TGF-­‐β),	   así	   como	   la	   proliferación	   y	   diferenciación	   de	  fibroblastos	   en	   miofibroblastos	   que	   liberan	   factores	   de	   crecimiento,	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quimiocinas,	   y	   citoquinas	   que	   inducen	   la	   proliferación	   de	   células	  musculares	   lisas	   y	   aumentan	   la	   permeabilidad	   muscular	   y	   las	   redes	  neuronales.	  a. Daño	   epitelial.	   Varios	   estudios	   han	   evidenciado	   el	   daño	   epitelial,	  incluida	  la	  alteración	  de	  las	  uniones	  estrechas	  (zonula	  occludens)	  y	  denudación	   celular	   que	   ocurre	   en	   el	   epitelio	   de	   la	   vía	   aérea	   en	   el	  asma	   (65–67).	   Se	   ha	   demostrado	   que	   las	   células	   epiteliales	  producen	  mecanismos	  de	  reparación	  rápidos	  e	  inician	  cascadas	  de	  señales	  en	  respuesta	  a	  varios	  estímulos	  (68,69).	  Este	  proceso	  está	  en	   parte	   mediado	   por	   el	   factor	   de	   crecimiento	   epitelial	   (70).	  También	  se	  ha	  puesto	  de	  manifiesto	  la	  existencia	  de	  un	  proceso	  de	  reparación	   anormal	   y	   una	   disminución	   de	   la	   función	   de	   barrera	  (67).	  b. Engrosamiento	   de	   la	   membrana	   basal.	   El	   engrosamiento	   de	   la	  capa	   reticular	   de	   la	   membrana	   basal,	   parece	   estar	   mediado	   por	  miofibroblastos,	  se	  ha	  objetivado	  en	  biopsias	  de	  pacientes	  con	  asma	  (71).	  Se	  debe	  al	  depósito	  de	  colágenos	  I,	  II,	   III,	  V	  y	  de	  fibronectina,	  generada	   por	   los	   miofibroblastos	   activados	   (72).	   La	   relevancia	  funcional	  de	  este	  hecho	  no	  está	  clara	  ya	  que	  no	  se	  ha	  demostrado	  que	   se	   correlacione	   con	   la	   función	   pulmonar	   o	   el	   patrón	   de	  citoquinas	   Th2	   (73,74).	   El	   papel	   del	   tejido	   conectivo	   fuera	   de	   la	  membrana	   basal	   tampoco	   está	   claro,	   no	   obstante	   parece	   ser	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responsable	   de	   la	   disminución	   de	   la	   retracción	   elástica	   que	   causa	  hiperinsuflación	  pulmonar	  (75).	  	  c. Músculo	  liso	  bronquial.	  El	  incremento	  de	  la	  masa	  de	  músculo	  liso	  bronquial	  es	  un	  hecho	  reconocido	  en	  el	  asma	  desde	  hace	  décadas.	  Esta	   hipertrofia	   está	  mediada	   en	  parte	   por	   la	   liberación	  de	   cis-­‐LT	  por	   parte	   de	   los	   eosinófilos.	   El	   músculo	   liso	   tiene	   un	   papel	  fundamental	  en	  la	  broncoconstricción	  que	  está	  desencadenada	  por	  diferentes	   estímulos	   directos	   e	   indirectos,	   y	   contribuye	   al	  desarrollo	   de	   síntomas,	   exacerbaciones	   y	   al	   proceso	   de	  remodelación	   bronquial	   (76,77).	   La	   hipertrofia	   de	   músculo	   liso	  bronquial	  se	  asocia	  con	  un	  elevado	  nivel	  de	  factores	  de	  crecimiento,	  incluyendo	   en	   TGF-­‐β	   y	   el	   factor	   de	   crecimiento	   derivado	   de	  plaquetas	  (PDGF)	  (78,79).	  El	  músculo	  por	  sí	  mismo	  puede	  también	  actuar	   como	   un	   órgano	   secretorio	   en	   el	   asma,	   promoviendo	   un	  crecimiento	  inadaptado	  y	  la	  respuesta	  inmunológica.	  Parece	  que	  los	  mediadores	  más	  importantes	  en	  este	  proceso	  son	  IL-­‐5,	  IL-­‐13,	  TGF-­‐
β1,	  IL-­‐1β	  y	  TNF-­‐α	  (77).	  d. Metaplasia	   de	   células	   caliciformes.	   La	   metaplasia	   de	   células	  caliciformes	  es	  otro	  cambio	  estructural	  importante	  en	  el	  asma.	  Este	  hecho	   se	   ha	   observado	   en	   modelos	   de	   asma	   Th2,	   pero	   no	   en	  modelos	   de	   asma	   Th1	   (80,81).	   Este	   proceso	   es	   dependiente	   del	  receptor	   del	   factor	   de	   crecimiento	   epidérmico	   y	   de	   IL-­‐13,	   y	   está	  inhibido	  por	   INF-­‐γ	   (82).	  La	   fase	  efectora	   final	  de	   la	  hipersecreción	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de	  moco	  está	  mediada	  por	  la	  activación	  de	  canales	  dependientes	  de	  calcio	  (83).	  	  
Diagnóstico	  de	  asma	  
El	  diagnóstico	  del	  asma	  comienza	  con	  una	  historia	  clínica	  y	  la	  valoración	  de	  síntomas	  sugestivos	  como	  tos,	  disnea,	  sibilantes	  u	  opresión	  torácica	  	  (Tabla	  
1).	   La	   confirmación	   del	   diagnóstico	   se	   hará	  mediante	   pruebas	   de	   función	  pulmonar	   que	   permitan	   evaluar	   la	   obstrucción	   bronquial,	   reversibilidad,	  variabilidad	   e	   HRB	   (1),	   así	   como	   la	   inflamación	   de	   la	   vía	   respiratoria	  (Figura	  4).	  
	  
	  
Figura	  4.	  Algoritmo	  para	  el	  diagnóstico	  de	  asma.	  Tomado	  de	  GEMA	  4.0	  (84)	  *En	  niños,	  un	   incremento	  del	  12%	  es	   suficiente	  para	   considerarla	  positiva	  aunque	  sea	  menor	  de	  200	  ml.	  **En	  los	  casos	  en	  los	  que	  la	  prueba	  de	  broncoconstricción	  sea	  negativa	   debe	   considerarse	   el	   diagnóstico	   de	   bronquitis	   eosinofílica.	   ***Como	  alternativa	   pueden	   utilizarse	   glucocorticoides	   inhalados	   a	   dosis	   muy	   altas,	   1500-­‐2000	  μg	  de	  fluticasona,	  en	  tres	  o	  cuatro	  tomas	  diarias,	  durante	  2-­‐8	  semanas	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Tabla	  1.	  Criterios	  diagnósticos	  de	  asma	  (Modificado	  de	  GINA	  2014)	  
Hecho	  diagnóstico	   Criterio	  para	  el	  diagnóstico	  de	  asma	  1.	  Historia	  de	  síntomas	  respiratorios	  Sibilantes,	  disnea,	  opresión	  torácica	  y	  tos.	   Generalmente,	  más	  de	  un	  tipo	  de	  síntoma.	  Los	  síntomas	  ocurren	  de	  forma	  variable	  en	  el	  tiempo	  y	  en	  intensidad.	  Los	  síntomas	  empeoran	  por	  la	  noche	  o	  al	  despertar.	  Los	  síntomas	  son	  desencadenados	  por	  ejercicio,	  risa,	  alérgenos,	  frío.	  Los	  síntomas	  aparecen	  o	  empeoran	  con	  las	  infecciones	  víricas.	  2.	  Confirmación	  de	  la	  limitación	  variable	  del	  flujo	  aéreo	  espiratorio	  Variabilidad	  excesiva	  en	  la	  función	  pulmonar	  documentada*	  Y	  limitación	  del	  flujo	  aéreo	  documentada*.	  
Cuanto	  mayores	  son	  las	  variaciones	  o	  más	  frecuentes	  son,	  más	  probable	  es	  el	  diagnóstico.	  Al	  menos	  una	  vez,	  durante	  el	  proceso	  diagnóstico,	  cuando	  el	  FEV1	  está	  bajo,	  confirmar	  que	  FEV1/FVC	  está	  disminuido	  (normal	  >0,75-­‐0,80	  en	  adultos,	  >0,90	  en	  niños).	  Respuesta	  broncodilatadora	  positiva	  	   Adultos:	  incremento	  del	  FEV1	  >12%	  y	  >	  200	  mL	  del	  valor	  basal,	  tras	  10-­‐15	  minutos	  tras	  200-­‐400	  mcg	  salbutamol	  o	  equivalente.	  Niños:	  aumento	  del	  FEV1	  >12%	  del	  predicho.	  Variabilidad	  excesiva	  en	  la	  medición	  de	  PEF	  dos	  veces	  al	  día,	  durante	  2	  semanas.	   Adultos:	  variabilidad	  media	  diaria	  diurna	  del	  PEF	  >10%**.	  Niños:	  variabilidad	  media	  diaria	  diurna	  del	  PEF	  >13%**.	  Incremento	  significativo	  de	  la	  función	  pulmonar	  tras	  4	  semanas	  de	  tratamiento	  anti-­‐inflamatorio.	  
Adultos:	  aumento	  del	  FEV1	  >12%	  y	  >200	  mL	  (PEF	  >20%)	  con	  respecto	  al	  basal	  tras	  4	  semanas	  de	  tratamiento	  antiinflamatorio	  y	  fuera	  de	  una	  infección	  respiratoria.	  
Test	  de	  esfuerzo	  positivo*	   Adultos:	  caída	  del	  FEV1	  >10%	  y	  >200mL	  del	  basal.	  Niños:	  caída	  del	  FEV1>12%	  del	  predicho	  o	  PEF	  >15%.	  Test	  de	  provocación	  bronquial	  positivo	  	   Caída	  del	  FEV1	  >20%	  del	  basal	  con	  las	  dosis	  estándar	  de	  metacolina	  o	  histamina,	  o	  caída	  ≥15%	  con	  hiperventilación	  estandarizada	  o	  salino	  hipertónico	  o	  manitol.	  *	  Estos	  test	  se	  pueden	  repetir	  durante	  la	  presencia	  de	  síntomas	  o	  en	  la	  mañana.	  **	  La	  variabilidad	  diurna	  diaria	  del	  PEF	  se	  calcula	  de	  la	  medición	  dos	  veces	  al	  día	  del	  PEF	  (PEF	  más	  alto	  del	  día	  –	  PEF	  más	  bajo	  del	  	  día	  /media	  del	  PEF	  más	  alto	  y	  más	  bajo)	  y	  se	  hace	  la	  media	  de	  una	  semana	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Para	  la	  determinación	  de	  la	  obstrucción	  bronquial	  se	  utiliza	  la	  espirometría	  basal	  forzada,	  aunque	  en	  algunos	  casos	  puede	  ser	  normal.	  La	  reversibilidad	  de	   la	   obstrucción	   bronquial,	   aunque	   no	   se	   detecta	   en	   todos	   los	   casos,	   se	  comprueba	   mediante	   una	   prueba	   de	   broncodilatación	   (PBD)	   (84).	   No	  obstante,	  la	  PBD	  no	  predice	  la	  HRB	  en	  pacientes	  con	  sospecha	  de	  asma	  que	  tienen	  una	  espirometría	  normal	  (85).	  Por	  este	  motivo	  se	  debe	  determinar	  la	  HRB,	  que	  es	  especialmente	  útil	  para	  excluir	  el	  diagnóstico	  de	  asma	  ya	  que	  tiene	   un	   alto	   valor	   predictivo	   negativo	   (VPN).	   La	   HRB	   se	   determina	  mediante	   la	   evaluación	   de	   la	   función	   pulmonar	   de	   forma	   repetida	   tras	  inhalar	  concentraciones	  crecientes	  de	  diversos	  estímulos.	  La	  HRB	  se	  puede	  determinar	   usando	   métodos	   directos	   (como	   metacolina	   o	   histamina)	   que	  causan	   obstrucción	   al	   flujo	   aéreo	   a	   través	   de	   su	   acción	   directa	   sobre	  receptores	  muscarínicos	   del	   músculo	   liso	   bronquial,	   glándulas	   mucosas	   y	  microvascularización	   de	   la	   vía	   aérea;	   y	   métodos	   indirectos	   (ejercicio,	  adenosina,	   manitol,	   aerosoles	   no	   isotónicos)	   que	   actúan	   a	   través	   de	   la	  liberación	  de	  mediadores	  o	  citoquinas	  de	  células	  inflamatorias	  y	  neuronales	  que,	  secundariamente,	  producen	  broncoconstricción	  (86).	  La	   inflamación	   de	   la	   vía	   aérea	   se	   puede	   valorar	  mediante	   en	   recuento	   de	  eosinófilos	   en	   esputo	   inducido	   (1).	   Dado	   que	   esta	   es	   una	   técnica	   que	  consume	   recursos	   y	   requiere	   personal	   técnico	   experimentado,	   se	   ha	  empleado	  la	  medición	  de	  la	  fracción	  exhalada	  de	  óxido	  nítrico	  (FeNO)	  como	  marcador	   no	   invasivo	   que	   se	   correlaciona	   razonablemente	   con	   la	  inflamación	  eosinofílica	  de	  la	  vía	  aérea	  (87).	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Medición	  de	  la	  hiperrespuesta	  bronquial:	  provocación	  bronquial	  
inespecífica	  
La	   HRB	   se	   determina	   mediante	   curvas	   dosis-­‐respuesta	   frente	   a	   agentes	  broncoconstrictores	  (88).	  	  Según	   su	   mecanismo	   de	   acción,	   los	   diferentes	   agentes	   se	   clasifican	   en	  directos	  e	  indirectos	  (89).	  
• Directos:	  Desencadenan	  broncoconstricción	  actuando	  directamente	  sobre	   los	   receptores	   muscarínicos	   del	   músculo	   liso,	   glándulas	  mucosas	  y	  microvascularización	  de	  la	  vía	  aérea.	  	  
• Indirectos:	   Producen	   broncoespasmo	   a	   través	   de	   la	   activación	   de	  células	   inflamatorias	   y/o	   terminaciones	   nerviosas	   mediante	   la	  liberación	  de	  mediadores	  y	  citoquinas.	  	  Debido	   a	  que	   los	   estímulos	  naturales	  que	   causan	   asma	  actúan	   a	   través	  de	  mecanismos	   indirectos,	   Pauwels	   et	   al.	   (89)	   postularon	   que	   la	   HRB	   a	  estímulos	   indirectos	   se	   correlaciona	   mejor	   con	   diversos	   aspectos	   clínicos	  del	  asma,	  incluida	  la	  gravedad,	  el	  control	  y	  la	  actividad	  de	  la	  enfermedad.	  	  	  
Provocación	  bronquial	  con	  agonistas	  directos	  Las	  pruebas	  de	  provocación	  bronquial	  (PB)	  consisten	  en	   la	  administración	  sucesiva	  de	  dosis	  crecientes	  del	  agonista	  farmacológico	  elegido	  hasta	  que	  se	  obtiene	   un	   descenso	   determinado	   de	   la	   función	   pulmonar.	   Estas	   pruebas	  están	   estandarizadas	   (88,90,91),	   con	   recomendaciones	   respecto	   a	   la	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selección	  de	  pacientes,	  elección	  del	  agonista,	  método	  de	  administración	  del	  mismo	  y	  el	  protocolo	  e	  interpretación	  de	  la	  respuesta	  (92).	  Como	   agonistas	   directos	   se	   pueden	   utilizar	   histamina	   o	   metacolina.	   No	  obstante,	   el	   agonista	   farmacológico	   más	   comúnmente	   manejado	   es	   la	  metacolina	  puesto	  que	  sus	  resultados	  son	  más	  reproducibles	  que	   los	  de	   la	  histamina	  (93,94).	  La	  metacolina	  es	  un	  derivado	  sintético	  de	  la	  acetilcolina	  que	   únicamente	   tiene	   actividad	  muscarínica.	   Se	   presenta	   en	   forma	   de	   sal	  cristalina	   en	   polvo	   y	   su	   uso	   en	   humanos	   está	   aprobado	   por	   la	   FDA	  (Provocholine®,	  Laboratorios	  Diater,	  SA,	  Leganés,	  Madrid)	  (95).	  	  La	   prueba	   de	   provocación	   bronquial	   con	   metacolina	   es	   muy	   útil	   en	   la	  práctica	  clínica,	  indicada	  en	  pacientes	  con	  síntomas	  sugestivos	  de	  asma	  con	  una	  espirometría	  normal	  y	  respuesta	  negativa	  a	  la	  PBD.	  Esta	  prueba	  resulta	  útil	  en	  el	  diagnóstico,	  por	  su	  elevado	  VPN,	  para	  excluir	  la	  enfermedad	  (96).	  	  Previo	  a	  la	  prueba	  de	  provocación,	  se	  deben	  conocer	  sus	  contraindicaciones	  (Tabla	   2),	   así	   como	   los	   fármacos	   y	   otras	   circunstancias	   que	   pueden	  modificar	  la	  respuesta	  (Tabla	  3).	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Tabla	  2.	  Contraindicaciones	  para	  la	  prueba	  de	  provocación	  bronquial	  (92)	  
Contraindicaciones	  absolutas	   Contraindicaciones	  relativas	  
Limitación	  importante	  al	  flujo	  aéreo	  (FEV1<50%	  del	  teórico	  o	  <1L	  en	  adultos)	   Limitación	  importante	  al	  flujo	  aéreo	  (FEV1<65%	  del	  teórico	  o	  <1,5L	  en	  adultos)	  Incapacidad	  técnica	  o	  funcional	  para	  las	  maniobras	  de	  espiración	  forzada	  reproducibles	   Labilidad	  de	  la	  vía	  aérea	  Hipersensibilidad	  a	  los	  fármacos	  empleados	   Sospecha	  de	  alergia	  o	  intolerancia	  a	  los	  fármacos	  Antecedente	  de	  IAM	  o	  ACVA	  reciente	  (<90	  días)	   Embarazo	  o	  lactancia	  
HTA	  no	  controlada	  (TAS>200	  mmHg	  o	  TAD>100mmHg)	   Uso	  de	  medicación	  que	  inhiba	  la	  colinesterasa	  
Aneurisma	  de	  aorta	   Epilepsia	  o	  cardiopatía	  estable	  
Arritmia	  cardíaca	  sintomática	  o	  ICC	   	  
Epilepsia	  inestable	   	  ACVA:	   accidente	   cerebrovascular	   agudo;	   HTA:	   hipertensión	   arterial;	   IAM:	   infarto	  agudo	   de	   miocardio;	   ICC:	   insuficiencia	   cardíaca	   congestiva;	   TAD:	   tensión	   arterial	  diastólica;	  TAS:	  tensión	  arterial	  sistólica	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Tabla	  3.	  Factores	  que	  alteran	  la	  hiperrespuesta	  bronquial	  (92,97)	  	  
Aumentan	  la	  HRB	   Período	  Sensibilización	  ocupacional	   3	  meses	  Infecciones	  viales	  respiratorias	   6	  semanas	  Vacunas	  de	  virus	  atenuados	   3-­‐6	  semanas	  Contaminantes	  atmosféricos	   1	  semana	  Ejercicio	  intenso	   4	  horas	  Humo	  de	  tabaco	   2	  horas	  
Disminuyen	  la	  HRB	   Período	  Astemizol	   20	  días	  Bromuro	  de	  tiotropio	   1	  semana	  Terfenadina/Cetirizina/Loratadina	   5	  días	  Otros	  antihistamínicos	   72	  horas	  Cromonas	   48	  horas	  Teofilinas	  de	  acción	  larga	   48	  horas	  Antagonistas	  del	  receptor	  de	  leucotrienos	   24	  horas	  Beta	  adrenérgicos	  orales	   24	  horas	  Beta	  adrenérgicos	  inhalados	  de	  acción	  larga	   24	  horas	  Beta	  adrenérgicos	  inhalados	  de	  acción	  corta	   12	  horas	  Bromuro	  de	  ipratropio	   12	  horas	  Alimentos:	  café,	  té,	  cola,	  chocolate	   El	  día	  de	  la	  prueba	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Sistemas	  de	  nebulización	  y	  método	  de	  la	  provocación	  bronquial	  Para	   la	   realización	  de	   la	   provocación	  bronquial	   con	  metacolina	   se	   pueden	  utilizar	   dos	   métodos	   diferentes:	   el	   sistema	   de	   generación	   continua	   de	  aerosol	  y	  el	  sistema	  dosimétrico	  (92,97).	  a. Sistema	   de	   generación	   continua	   (98):	   se	   usa	   un	   nebulizador	  conectado	  a	  una	   fuente	  de	  aire	   comprimido	  que	  dispensa	  un	   flujo	  constante	   de	   0,13-­‐0,16	   mL/min.	   El	   paciente	   respira	   a	   volumen	  corriente	  un	  tiempo	   fijo	  (aproximadamente	  2	  min)	  tras	   los	  cuales,	  transcurridos	   30-­‐90	   seg,	   realiza	   una	   espirometría.	   Se	   administra	  inicialmente	   disolvente	   y	   luego	   concentraciones	   crecientes	   de	  metacolina	   desde	   0,03	  mg/mL	  hasta	   16	  mg/mL.	   La	   prueba	   de	   PB	  concluye	  cuando	  se	  alcanza	  una	  caída	  del	  FEV1>20%	  con	  respecto	  al	   diluyente.	   Una	   vez	   obtenida	   la	   respuesta,	   se	   administra	   un	  agonista	  β2-­‐adrenérgico	  de	  acción	  corta	  (salbutamol	  o	  terbutalina)	  para	  devolver	  al	  paciente	  a	  su	  condición	  basal.	  	  b. Método	  dosimétrico:	  se	  genera	  un	  aerosol	  durante	  la	  inspiración,	  generado	   de	   forma	   eléctrica	   mediante	   una	   válvula	   solenoide.	   El	  dosímetro	   nebuliza	   durante	   0,6	   seg	   en	   cada	   inspiración,	  produciendo	   un	   débito	   de	   9µ±10%.	   En	   el	   protocolo	   de	   cinco	  inspiraciones	   con	   dosímetro	   se	   hacen	   cinco	   inspiraciones	   del	  fármaco	   a	   través	   del	   dosímetro.	   Inicialmente	   administra	   el	  diluyente	   y	   luego	   dosis	   crecientes	   de	   metacolina	   desde	   0,0625	  mg/L	   hasta	   16	   mg/mL	   (Tabla	   4)	   (99,100).	   El	   paciente,	   desde	  
DIAGNÓSTICO	  DEL	  ASMA	   33	  	  
capacidad	   residual	   pulmonar,	   inspira	   lentamente	   hasta	   capacidad	  pulmonar	   total	   y	  mantiene	  una	   apnea	  de	  5	   seg.	   Tras	   30-­‐90	   seg	   el	  paciente	  realizará	  una	  espirometría.	  Los	  mismos	  pasos	  se	  repetirán	  para	   las	  diferentes	  concentraciones.	  La	  conclusión	  de	   la	  prueba	  es	  igual	   a	   la	   descrita	   anteriormente.	   Existen	   otros	   métodos	  dosimétricos	   con	   otros	   protocolos	   (101,102),	   aunque	   la	  metodología	  es	  la	  misma	  que	  la	  ya	  descrita.	  	  
Tabla	  4.	  	  Método	  de	  cinco	  inspiraciones	  con	  dosímetro	  (99)	  
Etapa	   Concentración	  
(mg/mL)	  
Número	  de	  
inspiraciones	  1	   Diluyente	   5	  2	   0,0625	   5	  3	   0,25	   5	  4	   1	   5	  5	   4	   5	  6	   16	   5	  	  El	  método	  de	  respiración	  a	  volumen	  corriente	  produce	  una	  mayor	  respuesta	  que	   el	   dosimétrico.	   Hay	   dos	   razones	   que	   pueden	   explicar	   este	   hecho:	   la	  primera	  es	  que	  la	  dosis	  administrada	  en	  la	  respiración	  a	  volumen	  corriente	  es	   mayor,	   y	   la	   segunda	   y	   más	   importante	   es	   que	   las	   cinco	   inspiraciones	  máximas	  del	  método	  dosimétrico	  originan	  en	  sí	  mismas	  broncodilatación	  y	  esto	   tiene	   un	   efecto	   protector	   en	   sujetos	   con	   HRB	   leve	   a	   metacolina	  (103,104).	   No	   obstante,	   los	   resultados	   de	   ambos	   métodos	   son	   más	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comparables	  en	  sujetos	  con	  HRB	  moderada	  o	  alta	  (59,105).	  La	  sensibilidad	  y	   el	   VPN	   de	   la	   técnica	   se	   aproxima	   al	   100%	   cuando	   se	   usa	   el	  método	   de	  volumen	  corriente	  (106).	  La	  especificidad,	  sin	  embargo,	  no	  es	  tan	  buena,	  ya	  que	   una	   PB	   positiva	   puede	   darse	   en	   el	   caso	   de	   pacientes	   sin	   síntomas	   de	  asma.	   El	   VPP	   de	   una	   PC20<8mg/mL	   en	   una	   población	   aleatoria	   está	   por	  debajo	  del	  50%	  (106).	  En	  el	  caso	  de	  una	  PC20	  <1mg/mL	  (HRB	  moderada)	  la	  especificidad	  y	  el	  VPP	  se	  aproximan	  al	  100%.	  Por	  lo	  tanto,	  el	  VPP	  aumenta	  cuando	  la	  PC20	  es	  baja.	  	  También	   se	   eleva	   cuando	   se	   lleva	   a	   cabo	   en	   pacientes	   con	   una	   elevada	  probabilidad	  pre-­‐test,	  es	  decir,	  aquellos	  que	  tienen	  síntomas	  de	  asma	  (92).	  El	   método	   estandarizado	   recomendado	   por	   la	   American	   Thoracic	   Society	  (ATS)	  y	  la	  European	  Respiratory	  Society	  (ERS)	  para	  la	  PB	  con	  metacolina	  es	  el	  método	  dosimétrico	  (92).	  	  
Interpretación	  de	  los	  resultados	  El	   resultado	   se	   representa	   mediante	   una	   curva	   dosis	   respuesta	   que	   se	  construye	  con	  la	  dosis	  o	  concentración	  de	  metacolina	  en	  el	  eje	  de	  abscisas	  y	  la	  caída	  de	  FEV1	  en	  el	  eje	  de	  ordenadas	  (92,97).	  El	  parámetro	  para	  expresar	  los	  resultados	  es	  la	  PD20,	  definida	  como	  la	  dosis	  acumulada	  que	  provoca	  una	  caída	  del	  FEV1	  del	  20%	  con	  respecto	  a	  la	  basal.	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Tabla	   5.	   Clasificación	   de	   la	   intensidad	   de	   la	   hiperrespuesta	   según	   los	  resultados	  de	  la	  provocación	  bronquial	  con	  metacolina	  	   PC20	  (mg/mL)	   PD20	  (mg)	  Normal	   >16	   >1	  Dudosa	   4-­‐16	   0,6-­‐1	  Leve	   1-­‐4	   0,3-­‐0,6	  Grave	   <1	   <0,3	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Provocación	  bronquial	  con	  agonistas	  indirectos	  
La	  ERS	  define	  el	  agente	  de	  provocación	  bronquial	  indirecto	  como	  aquel	  que	  actúa	   a	   través	   de	   la	   liberación	   de	   mediadores	   endógenos	   que	   causan	   la	  contracción	   del	   músculo	   liso,	   con	   o	   sin	   efecto	   a	   nivel	   de	   la	  microvascularización.	   La	   respuesta	   de	   estos	   agentes	   se	   ve	   modificada	   o	  completamente	   abolida	   por	   corticosteroides	   inhalados,	   lo	   que	   indica	   que	  tiene	  una	  mayor	  relación	  con	  la	  inflamación	  activa	  de	  la	  vía	  aérea	  (86).	  Los	  métodos	   de	   PB	   con	   agentes	   indirectos	   son	  más	   útiles	   para	   determinar	   la	  existencia	   e	   intensidad	   de	   la	   inflamación	   bronquial	   activa	   (109),	   reflejan	  mejor	  el	  efecto	  de	  la	  exposición	  alergénica	  (110)	  y	  el	  uso	  de	  corticosteroides	  inhalados	   (111),	   ya	   que	   el	   resultado	   de	   éstos	   depende	   de	   la	   presencia	   de	  células	   inflamatorias	   en	   la	   vía	   aérea.	   Un	   resultado	   negativo	   en	   la	   PB	   con	  agentes	  indirectos	  indica	  la	  falta	  de	  un	  componente	  en	  la	  HRB,	  por	  ejemplo,	  un	  músculo	  liso	  que	  no	  responde	  a	  mediadores	  endógenos	  como	  ocurre	  en	  la	  bronquitis	  eosinofílica,	  o	  un	  número	  insuficiente	  de	  células	  inflamatorias	  en	  la	  vía	  aérea,	  como	  es	  el	  caso	  de	  un	  paciente	  tratado	  con	  corticosteroide	  inhalado	  (112).	  Los	   estímulos	   indirectos	   pueden	   ser	   físico-­‐químicos	   o	   farmacológicos	  (Tabla	  6).	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Tabla	  6.	  Agonistas	  indirectos	  	  
Estímulos	  físicos	  o	  físico-­‐químicos	   Estímulos	  farmacológicos.	  Ejercicio	   Adenosina	  (AMP)	  Estímulos	  osmóticos:	  Aerosoles	  hipertónicos	  Aerosoles	  hipotónicos	  Manitol	  
Taquicininas:	  Sustancia	  P	  Neurocinina	  A	  
Ventilación	  voluntaria	  eucápnica	   Bradicinina	  	   Metabisulfito/dióxido	  de	  sulfuro	  	   Propranolol	  	   Acetaldehído	  	  	  El	  ejercicio	  y	  la	  hiperventilación	  voluntaria	  eucápnica	  producen	  una	  pérdida	  de	  humedad	  de	  la	  vía	  aérea,	  lo	  que	  resulta	  en	  un	  medio	  hiperosmolar	  que	  da	  lugar	  a	  la	  liberación	  de	  células	  inflamatorias.	  La	  inhalación	  de	  suero	  salino	  hipertónico	  y	  manitol	  son	  también	  estímulos	  hiperosmolares.	   El	   monofosfato	   de	   adenosina	   (AMP)	   desencadena	  liberación	   de	   mediadores	   por	   otros	   mecanismos	   que	   se	   explican	   a	  continuación.	  	  
Adenosina	  La	   adenosina	   (9-­‐β-­‐D-­‐ribofuranosil-­‐6-­‐aminopurina)	   es	   un	   nucleótido	  derivado	   de	   la	   purina	   que	   está	   implicado	   en	   numerosos	   procesos	  fisiológicos	  (control	  del	  tono	  vascular	  e	  intestinal,	  neurotransmisión,	  etc.)	  y	  en	   procesos	   inflamatorios	   (113).	   La	   adenosina	   se	   genera	   de	   la	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defosforilación	  de	  la	  adenosina	  5’-­‐monofosfato	  (AMP)	  por	  la	  acción	  de	  la	  5’-­‐nucleotidasa	  o	  por	  el	  catabolismo	  de	  la	  5-­‐adenosinhomocisteína.	  Las	  células	  principales	   productoras	   de	   adenosina	   se	   cree	   que	   son	   los	   mastocitos,	  neutrófilos,	  plaquetas	  y	  células	  del	  epitelio	  bronquial.	  La	  adenosina	  es	  capaz	  de	  producir	  broncoconstricción,	   un	   aumento	  de	   la	   exudación	  plasmática	   y	  del	   flujo	   sanguíneo	   (edema	   de	   mucosa),	   estimular	   la	   quimiotaxis	   de	  neutrófilos	   (114)	   y	   la	   liberación	   de	   histamina	   por	   mastocitos	   y	   basófilos	  (115,116).	  Además	  estimula	  la	  secreción	  de	  IL-­‐8	  a	  través	  de	  la	  activación	  de	  los	   receptores	   A2b	   de	   mastocitos	   (117).	   Los	   efectos	   fisiológicos	   de	   la	  adenosina	   son	   consecuencia	   de	   la	   estimulación	   de	   receptores	   específicos:	  A1,	   A2a,	   A2b,	   A3	   (118),	   existentes	   en	   mastocitos,	   neutrófilos,	   células	  endoteliales,	  neuronales	  y	  eosinófilos	  entre	  otros	  (Tabla	  7).	  La	  inhalación	  de	  adenosina	  no	  tiene	  efecto	  detectable	  sobre	  el	  calibre	  de	  la	  vía	   aérea	   en	   sujetos	   normales,	   pero	   ocasiona	  una	   limitación	   al	   flujo	   aéreo	  dependiente	  de	  concentración	  en	  pacientes	  con	  asma	  alérgico	  y	  no	  alérgico	  (119).	   La	   hipótesis	   sugerida	   para	   explicar	   porqué	   la	   adenosina	   inhalada	  genera	   broncoconstricción	   en	   sujetos	   asmáticos	   y	   no	   en	   sujetos	   sanos	   es	  que	  en	  presencia	  de	  concentraciones	  bajas	  de	  adenosina	  (sujetos	  sanos)	  se	  estimula	   el	   receptor	   de	   alta	   afinidad	   A2a	   que	   activa	   la	   adenilciclasa	   y,	   al	  aumentar	  el	  AMPc,	   inhibe	   la	  degranulación	  del	  mastocito.	  Por	  el	  contrario,	  	  en	   sujetos	   asmáticos,	   con	   elevadas	   concentraciones	   de	   adenosina,	   se	  estimula	  el	  receptor	  de	  baja	  afinidad	  A2b,	  lo	  que	  desencadena	  un	  aumento	  de	  calcio	  intracelular	  que	  activa	  el	  mastocito	  (118).	  
DIAGNÓSTICO	  DEL	  ASMA	   39	  	  
	  
Tabla	  7.	  Receptores	  de	  adenosina	  y	  sus	  efectos	  (118)	  
Receptor	   Localización	  	   Efecto	  A1	   Terminaciones	  nerviosas	  Neutrófilos	   Induce	  actividad	  del	  neutrófilo	  Actividad	  ciliar	  A2a	   Mastocito	  Neutrófilo	  Células	  T	  
Aumenta	  el	  AMPc	  a	  baja	  concentración	  de	  adenosina	  
A2b	   Mastocito	  Células	  endoteliales,	  musculares,	  nerviosas,	  neuroglia	  y	  fibroblastos	  
Degranulación	  de	  mastocitos	  Aumenta	  el	  AMPc	  a	  alta	  concentración	  de	  adenosina	  
A3	   Mastocito	  Eosinófilo	   Activa	  fosfolipasa	  C	  Activación	  de	  eosinófilos	  	  	  El	   mecanismo	   por	   el	   que	   la	   adenosina	   produce	   broncoespasmo	   es	   la	  liberación	  de	  mediadores	  (histamina,	  prostaglandinas,	  leucotrienos	  y	  otros)	  de	   los	   mastocitos.	   La	   premedicación	   con	   agentes	   estabilizadores	   del	  mastocito,	   como	   el	   cromoglicato	   o	   el	   nedocromil,	   inhibe	   este	   efecto	   en	  pacientes	   asmáticos	   (120–122).	   Además,	   el	   tratamiento	   previo	   con	  antihistamínicos,	  inhibidores	  de	  la	  ciclo-­‐oxigenasa	  	  y	  de	  la	  lipo-­‐oxigenasa	  y	  los	  antagonistas	  de	  los	  receptores	  de	  los	  leucotrienos	  reducen	  la	  respuesta	  a	  adenosina	   en	   asmáticos	   (123–126).	   Los	   corticosteroides	   inhalados	   tienen	  también	   un	   efecto	   atenuador	   de	   la	   respuesta	   a	   adenosina	  mayor	   que	   a	   la	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metacolina	   (127),	   probablemente	   debido	   a	   la	   reducción	   tanto	   del	   número	  como	  de	  la	  función	  de	  los	  mastocitos	  en	  la	  vía	  aérea	  (128).	  Los	  mecanismos	  neurosensorial,	   el	   reflejo	  axonal	  y	   el	   estímulo	   colinérgico	  también	  juegan	  un	  papel	  ya	  que	  se	  ha	  demostrado	  que	  la	  administración	  de	  bromuro	   de	   ipratropio	   y	   otros	   agentes	   que	   modulan	   la	   respuesta	   neural,	  son	   capaces	  de	   inhibir	   el	   broncoespasmo	  causado	  por	  adenosina	  y	  no	  por	  histamina	   (113,129–131),	   lo	   que	   sugiere	   que	   el	   músculo	   liso	   no	   es	  estimulado	   directamente.	   Además,	   parece	   facilitar	   la	   liberación	   de	  neuropéptidos	   estimuladores	   de	   la	   contracción	   por	   parte	   de	   las	  terminaciones	  neurosensoriales	  (Figura	  5).	  	  
	  
Figura	  5.	  Mecanismos	  de	  broncoconstricción	  originados	  por	  adenosina	  	  
Provocación	  bronquial	  con	  adenosina	  La	  PB	  con	  adenosina	  se	  efectúa	  a	  partir	  de	  una	  solución	  de	  sal	  disódica	  de	  AMP	   (Sigma	   Chem,	   St.	   Louis,	   MO,	   USA)	   en	   suero	   salino	   0,9%.	   El	   5’-­‐
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monofostato	   de	   adenosina	   (AMP)	   es	   mucho	   más	   hidrosoluble	  (concentración	  máxima	   1,08	  M)	   que	   la	   adenosina	   (concentración	  máxima	  25	  mM)	   y,	   por	   lo	   tanto,	   se	   prefiere	   para	   la	   PB	   (132).	   Las	   concentraciones	  recomendadas	  por	  la	  ERS	  son	  las	  que	  figuran	  en	  la	  Tabla	  8	  (86).	  Los	  sistemas	  de	  nebulización	  y	  protocolos	  son	  los	  mismos	  que	  los	  referidos	  para	   la	  metacolina.	  El	   registro	  de	  respuesta,	   la	  medida	  e	   interpretación	  de	  los	  resultados	  son	  también	  superponibles.	  	  	  
	  
Tabla	  8.	  Protocolo	  de	  provocación	  bronquial	  con	  adenosina	  
Etapa	   Concentración	  
(mg/mL)	  
Número	  de	  
inspiraciones	  1	   Diluyente	   5	  2	   3,125	   5	  3	   6,25	   5	  4	   12	   5	  5	   25	   5	  6	   50	   5	  7	   100	   5	  8	   200	   5	  9	   400	   5	  	  	  La	  PB	  con	  adenosina	  es	  más	  específica	  que	  sensible,	  por	  lo	  que	  es	  útil	  para	  confirmar	  el	  diagnóstico	  de	  asma.	  Las	  contraindicaciones	  de	   la	   técnica	  son	  las	   mismas	   que	   las	   señaladas	   para	   la	   metacolina.	   Las	   precauciones	   con	  respecto	   a	   los	   factores	   que	   modifican	   la	   respuesta	   	   son	   superponibles,	   a	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excepción	   de	   los	   corticosteroides	   inhalados,	   que	   deben	   ser	   suprimidos	   12	  horas	  antes	  de	  la	  prueba,	  dado	  que	  la	  respuesta	  a	  adenosina	  es	  muy	  sensible	  a	  los	  mismos.	  	  	  
Comparación	  de	  la	  provocación	  bronquial	  con	  agonistas	  directos	  e	  indirectos	  	  Las	  diferencias	  entre	  PB	  con	  agentes	  directos	  e	   indirectos	  se	  resume	  en	   la	  
Tabla	   9	   y	   apoyan	   la	  hipótesis	  propuesta	  por	  Pauwels	   et	   al.	   (89)	   en	  1988,	  según	   la	   cual	   los	   estímulos	   naturales	   que	   causan	   asma	   actúan	   por	  mecanismos	   indirectos	  y,	  por	   tanto,	   estos	  agentes	   reflejan	  mejor	  el	   estado	  de	  la	  vía	  aérea.	  La	   respuesta	   a	   los	   agentes	   directos	   mide	   la	   función	   del	   músculo	   liso	  bronquial	   y,	   en	   menor	   grado,	   el	   componente	   variable	   resultado	   de	   la	  inflamación	   de	   la	   vía	   aérea.	   El	   calibre	   de	   la	   vía	   aérea	   es	   un	   determinante	  importante	   de	   la	   respuesta	   a	   estímulos	   directos,	   se	   necesita	   una	   dosis	  relativamente	  baja	  de	  agonista	  para	  obtener	  respuesta,	  no	  hay	  limitación	  de	  la	  dosis	  que	  se	  puede	  administrar	  y	  los	  puntos	  de	  corte	  definen	  un	  test	  muy	  sensible	   pero	   no	   tan	   específico.	   Por	   lo	   tanto,	   los	   agonistas	   directos	   sirven	  para	  descartar	  asma	  cuando	  el	  test	  es	  negativo.	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Tabla	  9.	  Comparación	  entre	  la	  provocación	  bronquial	  con	  agentes	  directos	  e	  indirectos.	  	  Modificado	  de	  (133)	  
	   Agentes	  directos	   Agentes	  indirectos	  Mecanismo	  de	  acción	   Receptores	  muscarínicos	  de	  la	  vía	  aérea	   Liberación	  de	  mediadores	  Función	  músculo	  liso	   ++++	   ++	  Calibre	  de	  la	  vía	  aérea	   +++	   Nulo/mínimo	  Inflamación	   ++	   ++++	  Dosis	  necesaria	   Baja	   Alta	  Período	  refractario	   +/-­‐	   ++++	  Inhibición	  por	  cromoglicato	   Nula	   ++++	  Sensibilidad	   Alta	   Baja	  Especificidad	   Baja/moderada	   Alta	  Síntomas	   +++	   ++++	  FEV1	  	   +++	   +/-­‐	  Valor	  diagnóstico	   Descartar	  asma	   Confirmar	  asma	  	  	  	  	  Por	  el	  contrario,	  los	  test	  con	  agonistas	  indirectos	  dependen	  de	  forma	  crítica	  de	   la	   presencia	   de	   células	   inflamatorias	   en	   la	   vía	   aérea.	   Obviamente	   se	  requiere	  un	  órgano	  efector	  final,	  que	  es	  el	  músculo	  liso,	  pero	  éste	  es	  menos	  importante.	  El	  calibre	  de	  la	  vía	  aérea	  es	  menos	  determinante	  en	  la	  respuesta	  a	   estímulos	   indirectos.	   Las	   dosis	   de	   agonistas	   son	   mucho	   más	   altas	   con	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adenosina	   (134)	   o	  manitol	   (135),	   comparadas	   con	   las	   de	  metacolina,	   y	   la	  dosis	  es	  limitada.	  	  Estudios	  comparativos	  han	  mostrado	  que	  la	  PB	  con	  estímulos	  indirectos	  es	  altamente	  específica	  pero	  tiene	  relativamente	  baja	  sensibilidad	  comparado	  con	  metacolina,	  que	   tiene	  una	  elevada	  especificidad	  pero	  baja	  sensibilidad	  (136–140).	  Las	  PB	  con	  agonistas	  indirectos	  sirven	  por	  tanto	  para	  confirmar	  la	  enfermedad,	  y	  son	  el	  test	  de	  elección	  para	  sujetos	  con	  sospecha	  de	  asma	  inducida	  por	  esfuerzo.	  Al	  contrario	  que	  los	  test	  directos,	  los	  indirectos	  son	  negativos	  en	  sujetos	  con	  una	   obstrucción	   fija	   al	   flujo	   aéreo	   (141,142).	   Las	   PB	   con	   agonistas	  indirectos	   se	   correlacionan	  mejor	   con	   la	   inflamación	   eosinofílica	   de	   la	   vía	  aérea	   (109,142,143)	   y	   demuestran	   un	   mayor	   grado	   de	   mejoría	   tras	   la	  evitación	  del	  alérgeno	  (144,145)	  y	  tratamiento	  con	  corticosteroide	  inhalado	  (146,147).	  	  
Medición	  de	  la	  inflamación	  bronquial	  
Óxido	  nítrico	  
El	  óxido	  nítrico	  (NO)	  es	  una	  molécula	  esencial	  en	  la	  fisiología	  humana.	  Ya	  en	  1980	   se	   objetivó	   que	   las	   células	   endoteliales	   eran	   capaces	   de	   liberar	   un	  factor,	   denominado	   factor	   relajante	   derivado	   del	   endotelio	   (EDRF),	   que	  difundía	   a	   la	   capa	   muscular	   produciendo	   una	   relajación	   de	   la	   misma.	  Algunos	   años	   más	   tarde,	   en	   1987,	   se	   demostró	   que	   ese	   EDRF	   era	   NO.	   A	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partir	  de	  ahí	  se	   le	  concedió	   importancia	  al	  NO	  y	  otros	  óxidos	  de	  nitrógeno	  en	   la	   regulación	   de	   varias	   funciones	   en	   el	   organismo,	   como	   la	   agregación	  plaquetaria	   o	   la	   neurotransmisión.	   Esto	   culminó	   con	   el	   premio	   Nobel	   en	  Medicina	   y	   Fisología	   en	   el	   año	   1998.	   En	   1991	   Gustafsson	   et	   al.	   (148)	  midieron	   el	   NO	   endógeno	   en	   el	   aire	   exhalado	   de	   humanos	   y	   otros	  mamíferos	  y	  unos	  años	  más	  tarde	  se	  determinó	  que	  las	  concentraciones	  de	  NO	  eran	  más	  altas	  en	  pacientes	  con	  asma	  (149,150).	  El	  NO	  puede	  ser	  producido	  por	  varias	  células	  en	  la	  vía	  aérea,	  como	  células	  inflamatorias,	   células	   endoteliales	   y	   epiteliales.	   El	   NO	   actúa	   como	  neurotransmisor	   de	   las	   terminaciones	   inhibitorias	   no	   adrenérgicas	   no	  colinérgicas	   (iNANC).	   En	   la	   vía	   aérea	   central	   y	   periférica	   el	   NO	   es	  responsable	  de	  la	  respuesta	  broncodilatadora	  (151).	  El	  NO	   tiene	  una	  vida	  media	   corta	   (1-­‐5	   seg)	  debido	  a	   su	   reactividad	   con	   la	  hemoglobina	  (152).	  Es	  una	  molécula	  mensajera	  ubícua	  que	  tiene	  efecto	  en	  varias	  funciones	  biológicas,	  tanto	  a	  concentraciones	  bajas	  (señalizador	  en	  la	  regulación	   del	   flujo	   sanguíneo,	   reactividad	   plaquetaria,	   neurotransmisión	  NANC)	  o	  a	  elevadas	  concentraciones	  como	  mecanismo	  defensivo	  citostático	  frente	  a	  tumores	  y	  	  patógenos	  (153).	  El	  sistema	  enzimático	  responsable	  de	  la	  génesis	  de	  NO	  fue	  identificado	  por	  primera	  vez	  en	  1990	  por	  Bult	  et	  al.	  (154).	  Se	  han	  descrito	  tres	  isoenzimas	  de	  la	  NO	  sintetasa	  (NOS):	  la	  NOS	  neuronal	  constitutiva	  (nNOS	  o	  NOS	  I),	  la	  NOS	  inducible	  (iNOS	  o	  NOS	  II),	  y	  la	  NOS	  endotelial	  constitutiva	  (eNOS	  o	  NOS	  III).	  Las	   tres	   isoenzimas	   son	   producto	   de	   la	   expresión	   de	   diferentes	   genes	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localizados	   en	   los	   cromosomas	   12,	   17	   y	   7	   respectivamente	   y	   tienen	   unos	  patrones	   de	   expresión	   característicos	   específicos	   de	   tejidos	   (155).	   No	  obstante,	   las	   tres	   isoenzimas	  se	  expresan	  en	   la	  vía	  aérea	  (156–158).	  eNOS	  (NOS	   III)	   se	   expresa	   constitutivamente	   en	   el	   epitelio	   bronquial,	   en	   células	  epiteliales	  alveolares	  tipo	  II	  y	  en	  el	  epitelio	  de	  la	  mucosa	  nasal.	  nNOS	  (NOS	  I)	   se	   localiza	   en	   las	   terminaciones	   nerviosas	   del	   músculo	   liso	   bronquial,	  donde	  el	  NO	  es	  el	  principal	  mediador	  de	  la	  relajación	  muscular,	  y	  en	  células	  endoteliales.	   La	   expresión	   de	   iNOS	   (NOS	   II)	   se	   ha	   identificado	   en	   células	  epiteliales	   alveolares	   tipo	   II,	   fibroblastos	   pulmonares,	   músculo	   liso	  bronquial	  y	  vasculares,	  células	  epiteliales,	  endoteliales	  y	  neutrófilos	  (159).	  	  Las	   formas	   constitutivas	   de	   la	   NOS	   (NOS	   I	   y	   NOS	   III)	   son	   enzimas	  dependientes	   de	   calcio	   y	   calmodulina	   y	   producen	   en	   segundos	  concentraciones	  de	  NO	  del	  orden	  de	  femto-­‐	  o	  picomolar,	  tras	  el	  estímulo	  por	  agonistas	   selectivos	   (acetilcolina,	   ADP,	   bradicinina,	   histamina	   o	   trombina,	  entre	   otros).	   La	   forma	   inducible	   (NOS	   II)	   está	   regulada	   a	   nivel	  pretranslacional	  y	  puede	  ser	  inducida	  por	  citoquinas	  proinflamatorias	  como	  TNF-­‐α,	   IFN-­‐γ,	   IL-­‐1β	   (160).	   La	   iNOS	   libera	   grandes	   cantidades	   de	   NO,	   del	  orden	  nanomolar,	  varias	  horas	  tras	   la	  exposición	  al	  desencadenante,	  y	  que	  pueden	  mantenerse	  de	  forma	  sostenida	  durante	  horas	  o	  días.	  Además,	  el	  NO	  se	  puede	  formar	  de	  manera	  no	  enzimática	  a	  partir	  de	  nitritos.	  En	  la	  cavidad	  oral	  y	  la	  faringe,	  las	  bacterias	  anaerobias	  facultativas	  reducen	  los	  nitratos	  a	  nitritos	  que	  posteriormente	  se	  reducen	  y	  conducen	  a	  la	  formación	  de	  NO,	  lo	  que	  puede	  contribuir	  a	  la	  medición	  de	  NO	  en	  aire	  exhalado	  (161).	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La	  medición	  del	  óxido	  nítrico	  en	  aire	  exhalado	  En	  el	  año	  1997	  la	  ERS	  publicó	  unas	  recomendaciones	  sobre	  la	  medición	  del	  óxido	  nítrico	  en	  aire	  exhalado	  (FeNO)	  (162)	  y	  en	  el	  año	  1999	  lo	  hizo	  la	  ATS	  (163).	  Ambas	  normativas	  son	  diferentes	  en	  cuanto	  a	  los	  flujos	  respiratorios	  de	  medida:	  la	  ERS	  recomienda	  flujos	  de	  167-­‐250	  mL/seg	  y	  la	  ATS	  flujos	  de	  45-­‐50	  mL/seg.	  Dado	  que	  la	  tasa	  de	  flujo	  influye	  en	  la	  concentración	  de	  FeNO	  medida,	  ambos	  resultados	  no	  son	  comparables.	  Por	  este	  motivo	  en	  2005	  se	  publicó	  una	  normativa	  conjunta	  en	  la	  que	  se	  recomienda	  medir	  el	  FeNO	  a	  un	  flujo	  de	  50	  mL/seg	  (164).	  	  El	   registro	   de	   NO	   se	   puede	   realizar	   según	   dos	   métodos	   diferentes:	   el	  registro	  on	  line	  y	  el	  registro	  off	  line.	  	  El	   registro	   on	   line	   consiste	   en	   la	   medición	   de	   FeNO	  mediante	   inspiración	  profunda	  hasta	   llegar	   a	   capacidad	   total	   y	   posteriormente	   exhalarlo	   contra	  resistencia.	   La	   concentración	   de	   FeNO	   se	  mide	   directamente	   del	   trazador.	  Esta	   técnica	   es	  muy	   reproducible	   (165)	  y	   está	  mejor	   estandarizada	  que	   la	  técnica	  off	  line.	  El	   registro	   off	   line	   requiere	   almacenar	   el	   aire	   exhalado	   en	   un	   recipiente	  paropiado	  para	  determinar	  la	  concentración	  de	  NO	  posteriormente.	  	  El	   NO	   exhalado	   puede	   medirse	   por	   diferentes	   técnicas:	  quimioluminiscencia,	   mediante	   sensor	   electroquímico	   y	   mediante	  espectroscopía	  láser	  (166).	  El	  método	  quimioluminiscente	  fue	  el	  primero	  en	  ser	   utilizado	   (148).	   Se	   basa	   en	   la	   reacción	   entre	   el	   NO	   y	   el	   ozono,	   que	  conduce	  a	   la	   formación	  de	  NO2	  en	  un	  estado	  excitado.	  Cuando	   la	  molécula	  
48	   DIAGNÓSTICO	  DEL	  ASMA	  	  
vuelve	  a	  su	  estado	  basal,	  emite	  un	  fotón.	  Por	  lo	  tanto,	  el	  número	  de	  fotones	  detectados	  es	  proporcional	  a	  la	  cantidad	  de	  NO	  en	  aire	  exhalado	  NO	  (167).	  Este	  método	  es	  muy	  sensible	  y	  permite	  detectar	  cantidades	  tan	  bajas	  como	  1	   ppb.	   Sin	   embargo,	   estos	   analizadores	   son	   complejos	   y	   de	   grandes	  dimensiones,	   lo	   que	   ha	   hecho	   posible	   el	   desarrollo	   de	   aparatos	   portátiles	  basados	  en	  sensores	  electroquímicos	  que	  tienen	  a	  ventaja	  de	  ser	  compactos	  y	   portátiles.	   Se	   ha	   demostrado	   una	   buena	   correlación	   en	   la	   medición	   de	  FeNO	   con	   ambos	   métodos	   (168–171)	   y	   su	   uso	   está	   actualmente	   muy	  extendido.	   La	   determinación	  de	   FeNO	   también	   	   es	   posible	  mediante	   láser,	  aunque	  su	  uso	  se	  ha	  limitado	  a	  investigación	  (172)	  y	  no	  a	  la	  clínica	  habitual.	  Actualmente	  se	  dispone	  de	  un	  dispositivo	  portátil	  para	  la	  medición	  de	  FeNO	  (NIOX-­‐MINO®	   Aerocrine,	   Solna,	   Suecia),	   que	   analiza	   el	   NO	   mediante	   un	  sensor	  electroquímico	  (173).	  Las	  principales	  diferencias	  con	  la	  otra	  técnica	  es	   que	   el	   paciente	   realiza	   una	   inspiración	   profunda	   desde	   el	   interior	   del	  equipo	  a	  través	  de	  un	  filtro	  y	  hasta	  capacidad	  pulmonar	  total	  (en	  el	  sensor	  de	  quimioluminiscencia	   se	   realiza	  desde	  el	   aire	   ambiente).	  A	   continuación	  se	  realiza	  una	  espiración	  al	   interior	  del	  equipo	  a	  un	  flujo	  mantenido	  de	  50	  ml/s,	  controlado	  por	  un	  sensor	  lumínico	  y	  acústico	  para	  facilitar	  y	  asegurar	  el	  flujo.	  Este	  procedimiento	  requiere	  una	  única	  determinación	  y	  el	  resultado	  se	  expresa	  en	  la	  pantalla	  digital	  del	  equipo.	  Tiene	  un	  error	  inferior	  al	  3%	  en	  determinaciones	  de	  menos	  de	  30	  ppb	  e	  inferior	  al	  10%	  en	  valores	  mayores	  de	   30	   ppb,	   y	   un	   margen	   de	   lectura	   entre	   5	   y	   300	   ppb	   y	   no	   necesita	  calibración.	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Factores	  que	  afectan	  a	  la	  medición	  del	  óxido	  nítrico	  en	  aire	  exhalado	  Los	   valores	   que	   se	   obtienen	   en	   la	  medida	  de	   eNO	   están	   influenciados	   por	  una	   variedad	   de	   factores	   externos,	   por	   lo	   tanto	   la	   estandarización	   es	  imprescindible.	  	  El	   paciente	  debe	   inspirar	   hasta	   capacidad	  pulmonar	   total	   y	   comenzar	  una	  exhalación	   inmediatamente	   sin	   contener	   el	   aire,	   dentro	   del	   analizador.	   La	  exhalación	  debe	  realizarse	  a	  un	  flujo	  de	  50	  mL/seg	  y	  durar	  6-­‐10	  seg	  (164).	  Actualmente	  los	  analizadores	  portátiles	  de	  FeNO	  disponen	  de	  un	  filtro	  que	  permite	  al	  paciente	   inhalar	  aire	   libre	  de	  NO,	   lo	  que	   facilita	   la	  maniobra	  ya	  que	   no	   es	   necesaria	   una	   calibración	   previa	   del	   analizador	   con	   diferentes	  concentraciones	  de	  NO.	  No	  obstante	   existen	   algunos	   factores	   técnicos	  que	  pueden	  alterar	  la	  medición	  de	  FeNO	  (Tabla	  10).	  Además	   de	   los	   factores	   técnicos,	   existen	   factores	   relacionados	   con	   el	  pacientes	  que	  también	  pueden	  afectar	  a	  la	  determinación	  de	  NO.	  	  Aunque	  los	  resultados	  de	  las	  investigaciones	  son	  contradictorios	  en	  algunos	  casos,	  en	  general	  se	  acepta	  que	  las	  mujeres	  tienen	  unos	  niveles	  más	  bajos	  de	  FeNO,	  bien	  sea	  porque	  su	  producción	  endógena	  es	  menor	  por	  niveles	  más	  bajos	  de	  nitratos	  en	  plasma	  (174),	  o	  porque	  la	  superficie	  de	  la	  vía	  aérea	  es	  menor	  (175).	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Tabla	  10.	  Factores	  técnicos	  que	  afectan	  a	  la	  medición	  del	  óxido	  nítrico	  en	  aire	  exhalado	  
Factor	   Efecto	  
Maniobra	  
inspiratoria	  
Inhalar	   hasta	   capacidad	   residual	   funcional	   en	   vez	   de	  hasta	  capacidad	  pulmonar	  total	  resulta	  en	  valores	  más	  bajos	  de	  eNO	  (176)	  
Contener	  el	  aire	   Una	  maniobra	  en	  la	  que	  se	  contiene	  el	  aire	  antes	  de	  	  la	  exhalación	   resulta	   en	  un	  pico	  de	  eNO,	  probablemente	  debido	   al	   acúmulo	   de	  NO	   en	   la	   orofaringe	   (177),	   por	  este	   motivo	   la	   exhalación	   debe	   comenzar	  inmediatamente	  tras	  la	  inhalación	  (164)	  
Flujo	  de	  
exhalación	  
El	  FeNO	  disminuye	   a	  medida	  que	   aumenta	   el	   flujo	  de	  exhalación	   (167,176,178).	   Por	   este	   motivo	   se	   debe	  exhalar	   a	   un	   flujo	   constante,	   que	   actualmente	   se	  recomienda	  que	  sea	  50	  mL/seg	  (164)	  
Tiempo	  de	  
exhalación	  
Un	   tiempo	   de	   exhalación	   corto	   supone	   valores	   más	  bajos	  de	  FeNO.	  Se	  	  recomiendan	  tiempos	  de	  exhalación	  de	  10	  seg	  para	  adultos	  y	  de	  6	  seg	  para	  niños	  (179)	  
Presión	  en	  la	  
cavidad	  oral	  
Se	   recomienda	   que	   se	   realice	   la	   exhalación	   contra	  presión	  de	  al	  menos	  5	  cmH2O	  para	  asegurar	  un	  cierre	  del	   velo	   del	   paladar	   y	   así	   evitar	   la	   contaminación	   de	  NO	  proveniente	  de	  la	  cavidad	  nasal	  (164)	  
NO	  ambiente	   La	  concentración	  de	  NO	  en	  aire	  ambiente	  puede	  influir	  en	   la	   determinación	   de	   FeNO,	   por	   este	   motivo	   se	  recomienda	   que	   se	   use	   un	   filtro	   depurador	   de	   NO	  (164)	  que	  ha	  demostrado	  ser	  eficaz	  (180)	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  La	  altura	  es	  la	  variable	  independiente	  que	  más	  se	  ha	  asociado	  a	  los	  niveles	  de	  FeNO.	  Así,	   en	  niños,	  un	   incremento	  de	  60	  cms	  en	  altura	  se	  ha	  asociado	  con	   unos	   niveles	   de	   FeNO	   dos	   veces	   superiores	   (181),	   probablemente	   en	  relación	   al	   tamaño	   de	   la	   vía	   aérea	   del	   paciente.	   Igualmente	   la	   edad	   en	   sí	  misma	  no	  tiene	  efecto	  en	  la	  medición	  de	  FeNO,	  salvo	  en	  el	  caso	  de	  los	  niños,	  que	  se	  asocia	  con	  mayor	  altura	  y,	  por	  tanto,	  mayores	  niveles	  de	  FeNO	  (181).	  La	  ingesta	  de	  alimentos	  ricos	  en	  nitratos	  también	  influye	  en	  un	  incremento	  de	  FeNO	  de	  hasta	  el	  50%	  (161,182,183).	  Por	  este	  motivo	  es	  recomendable	  indicar	  a	   los	  pacientes	  que	  eviten	   la	   ingesta	  de	  alimentos	  ricos	  en	  nitratos	  en	  el	  día	  de	  la	  prueba.	  Otro	   factor	   que	   se	   asocia	   con	   unos	   niveles	   mayores	   de	   FeNO	   es	   la	  sensibilización	   alérgica	   IgE-­‐mediada	   (184)	   en	   una	   proporción	   que	   varía	  entre	  el	  15-­‐60%.	  La	  exposición	  reciente	  a	  alérgenos	  en	  pacientes	  asmáticos	  o	  en	  pacientes	  con	  rinitis	  alérgica	  puede	  incrementar	  los	  valores	  de	  FeNO	  en	  torno	  a	  un	  50%	  (185,186).	  Del	  mismo	  modo,	  las	  infecciones	  por	  rinovirus	  se	  ha	  puesto	  de	  manifiesto	  que	   incrementan	   los	  valores	  de	  FeNO	  hasta	  en	  un	  500%	   en	   sujetos	   sanos	   (187)	   y	   ,	   en	   menor	   medida,	   en	   sujetos	   asmáticos	  (188,189).	  Este	  efecto	  puede	  persistir	  hasta	  cinco	  semanas,	  por	  lo	  que	  se	  debe	  tener	  en	  cuenta	  a	  la	  hora	  de	  medir	  el	  FeNO.	  	  Por	  el	  contrario	  hay	  factores	  que	  disminuyen	  la	  determinación	  de	  FeNO.	  	  La	  PBI	  con	  agentes	  directos	  o	  indirectos	  se	  ha	  relacionado	  con	  menores	  niveles	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de	  FeNO,	  sugiriendo	  que	  el	  calibre	  de	  la	  vía	  aérea	  per	  se	  afecta	  a	  la	  medición	  de	   NO	   (190–192).	   También	   el	   hábito	   tabáquico	   se	   ha	   correlacionado	   con	  unos	   valores	   de	   FeNO	   40-­‐60%	  más	   bajos	   que	   en	   sujetos	   no	   fumadores,	   y	  esta	  disminución	  parece	  ser	  porporcional	  a	  la	  magnitud	  del	  consumo	  (193–195).	  Se	   ha	   evaluado	   la	   influencia	   de	   otros	   factores,	   con	   resultados	  controvertidos.	  Así,	  con	  el	  ejericio	   físico	  y	   las	  maniobras	  espirométricas	  se	  ha	   obtenido	   resultados	   contradictorios	   (196–198),	   por	   lo	   que	   se	  recomienda	  no	  practicar	  ejercicio	  físico	  una	  hora	  antes	  de	  la	  determinación	  de	  FeNO,	  y	  hacerlo	  previo	  a	  la	  espirometría	  (164).	  Del	   mismo	   modo,	   algunos	   fármacos	   para	   el	   tratamiento	   del	   asma	   tienen	  efecto	  sobre	  la	  medición	  del	  FeNO.	  Un	  resumen	  de	  los	  mismos	  y	  su	  posible	  mecanismo	  de	  acción	  se	  muestran	  en	  la	  Tabla	  11.	  	  
Utilidad	  de	  la	  determinación	  de	  óxido	  nítrico	  en	  aire	  exhalado	  El	   eNO	   se	   ha	   correlacionado	   con	   la	   HRB	   a	   MCh	   en	   pacientes	   con	   asma	  (199,200)	  y	  con	  la	  variabilidad	  del	  pico	  flujo	  (201).	  Además,	  y	  sobre	  todo,	  se	  ha	   demostrado	   su	   correlación	   con	   la	   inflamación	   eosinofílica	   en	   pacientes	  asmáticos	   con	   diferentes	   grados	   de	   gravedad	   del	   asma	   (201–208).	   Se	   ha	  objetivado	   una	   correlación	   entre	   los	   niveles	   de	   FeNO	   y	   el	   número	   de	  eosinófilos	  en	  el	  lavado	  broncoalveolar	  (206)	  y	  con	  el	  número	  de	  eosinófilos	  en	   esputo	   inducido	   (r=0,48-­‐0,62)	   (200,208,209).	   Varios	   autores	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(208,210,211)	  han	  establecido	  puntos	  de	  corte	  de	  FeNO	  en	  relación	  con	  un	  número	  de	   eosinófilos	   en	  esputo	  que	  varía	   entre	   el	   1-­‐3%.	  Así,	  Berry	  et	   al.	  (208)	  establecen	  un	  punto	  de	  corte	  de	  FeNO=36	  ppb	  con	  una	  sensibilidad	  del	  78%	  y	  especificidad	  del	  72%	  para	  un	  número	  de	  eosinófilos	  en	  esputo	  >3%.	  Shaw	  et	  al.	  (210)	  por	  su	  parte	  sugieren	  que	  un	  FeNO	  <26	  ppb	  tiene	  un	  VPN	   de	   85%	   para	   un	   número	   de	   eosinófilos	   en	   esputo	   <3%	   y	   más	  recientemente	   Porsbjerg	   et	   al.	   (211)	   ofrecen	   un	   punto	   de	   corte	   similar	  (FeNO	   <27	   ppb)	   que	   se	   asocia	   con	   una	   baja	   probabilidad	   de	   encontrar	  eosinófilos	   en	   esputo	   por	   encima	   del	   1%.	   Por	   este	   motivo	   en	   eNO	   se	  considera	   un	   biomarcador	   no	   invasivo	   de	   la	   inflamación	   eosinofílica	   en	   el	  asma.	  	  Además,	   varios	   trabajos	   (212–214)	   han	   demostrado	   unos	   valores	  predictivos	  robustos	  (para	  FeNO	  >25	  ppb)	  en	  el	  diagnóstico	  de	  asma,	  siendo	  los	  VPP	  mayores	  que	  para	  el	  pico	  flujo	  y	  la	  espirometría	  (212)	  y	  similares	  a	  los	  de	  la	  provocación	  bronquial	  (214).	  El	  FeNO	  se	  ha	  usado	  para	  monitorizar	  las	  exacerbaciones	  de	  asma,	  tanto	  las	  espontáneas	   (215),	   como	   las	   inducidas	   por	   una	   reducción	   de	   las	   dosis	   de	  corticosteroides,	   asi	   como	   para	   valorar	   el	   efecto	   del	   tratamiento	  antiinflamatorio	  (216,217).	  Actualmente	   las	   recomendaciones	   en	   cuanto	   a	   la	   determinación	   de	   FeNO	  propuestas	  por	  la	  ATS	  son	  las	  siguientes	  (87):	  
• En	   el	   diagnóstico	   de	   la	   inflamación	   eosinofílica	   de	   la	   vía	   aérea	  (recomendación	  fuerte,	  moderada	  calidad	  de	  la	  evidencia)	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Tabla	  11.	  Efecto	  de	  la	  medicación	  anti-­‐inflamatoria	  para	  el	  asma	  sobre	  la	  medición	  de	  óxido	  nítrico	  	  Fármaco	   Efecto	   Mecanismo	  de	  acción	  Corticosteroides	  	   Disminución	  marcada	   Bloquea	   GATA-­‐3	   à	   Menor	  liberación	   de	   IL-­‐4/IL-­‐13	   à	  Menor	   activación	   de	   STAT-­‐6	   en	  epitelio	   à	   Menor	   expresión	   de	  iNOS	  en	  epitelio.	  	  LTRA	   Disminución	  leve	   Reduce	   eosinofilia	   à	   Posible	  menor	  liberación	  de	  IL-­‐13?	  Anti-­‐IgE	   Disminución	   Bloqueo	   Th2/activación	  mastocitos	   à	   Menor	   liberación	  de	  IL-­‐4/IL-­‐13	  Cromonas	   Sin	  efecto	   	  Metilxantinas	   Sin	  efecto	   	  Anti-­‐IL-­‐4/IL-­‐13	   Disminución	   Reduce	   la	   activación	   de	   STAT-­‐6	  en	  epitelio	  Anti	  IL-­‐5	   Sin	  efecto	   	  Anti-­‐TNF-­‐α Sin	  efecto	   	  
	  
	  
• Para	  determinar	  la	  probabilidad	  de	  respuesta	  a	  corticosteroides	  en	  pacientes	   con	   síntomas	   respiratorios	   crónicos	   posiblemente	  debidos	  a	   inflamación	  de	   la	  vía	  aérea	   (recomendación	   fuerte,	  baja	  calidad	  de	  la	  evidencia)	  
• Se	   sugiere	   el	   uso	  de	   FeNO	  para	   apoyar	   el	   diagnóstico	  de	   asma	   en	  situaciones	   en	   que	   es	   necesara	   una	   evidencia	   objetiva	  (recomendación	  débil,	  moderada	  calidad	  de	  la	  evidencia)	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• Se	  sugiere	  el	  uso	  de	  puntos	  de	  corte,	  más	  que	  valores	  de	  referencia	  a	   la	  hora	  de	   interpretar	   los	   resultados	   (recomendación	  débil,	   baja	  calidad	  de	  la	  evidencia)	  
• Tener	  en	   cuenta	   la	   edad	  en	  menores	  de	  12	  años,	   como	   factor	  que	  puede	   afectar	   a	   la	  medición	   de	   FeNO	   (recomendación	   fuerte,	   alta	  calidad	  de	  la	  evidencia)	  
• Valores	   de	   FeNO	   <25	   ppb	   indican	   una	   baja	   probabilidad	   de	  inflamación	   eosinofílica	   y	   de	   respuesta	   a	   corticosteroides	  (recomendación	  fuerte,	  moderada	  calidad	  de	  la	  evidencia)	  
• Valores	   de	   FeNO	   >50	   ppb	   indican	   una	   elevada	   probabilidad	   de	  inflamación	   eosinofílica	   y	   de	   respuesta	   a	   corticosteroides	   en	  pacientes	   sintomáticos	   (recomendación	   fuerte,	   moderada	   calidad	  de	  la	  evidencia)	  
• Valores	   de	   FeNO	   entre	   25-­‐50	   ppb	   deben	   ser	   interpretados	   con	  precaución	  y	  siempre	  en	  el	  contexto	  clínico	  (recomendación	  fuerte,	  baja	  calidad	  de	  la	  evidencia)	  
• Tener	  en	  cuenta	  la	  exposición	  a	  alérgenos	  como	  un	  factor	  asociado	  a	   valores	   de	   FeNO	   persistentemente	   elevados	   (recomendación	  fuerte,	  baja	  calidad	  de	  la	  evidencia)	  
• Recomienda	   el	   uso	   de	   FeNO	   para	   el	   seguimiento	   de	   los	   pacientes	  con	  asma	  (recomendación	  fuerte,	  baja	  calidad	  de	  la	  evidencia)	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• Considerar	   significativo	   el	   incremento	   de	   FeNO	   en	   10	   ppb	   para	  valores	  <	  50	  ppb	  y	  del	  20%	  para	  valores	  >50	  ppb	  (recomendación	  débil,	  baja	  calidad	  de	  la	  evidencia)	  
• Considerar	   significativo	   el	   descenso	   de	   FeNO	   en	   10	   ppb	   para	  valores	  <	  50	  ppb	  y	  del	  20%	  para	  valores	  >50	  ppb	  (recomendación	  débil,	  baja	  calidad	  de	  la	  evidencia)	  
	  
Diagnóstico	  etiológico	  
La	  provocación	  bronquial	  específica	  
La	   prueba	   de	   provocación	   bronquial	   específica	   (PBE)	   requiere	   la	  administración	   intermitente	   de	   dosis	   crecientes	   de	   aerosol	   del	   alérgeno	  sospechoso	  acompañado	  de	   la	  determinación	  de	   test	  de	   función	  pulmonar	  de	  forma	  repetida	  para	  valorar	  la	  concentración	  de	  agente	  que	  es	  capaz	  de	  ocasionar	  una	  caída	  del	  FEV1	  del	  20%,	  lo	  que	  es	  considerado	  una	  respuesta	  positiva.	  	  	  Hasta	   1970	   la	   PBE	   se	   utilizaba	   fundamentalmente	   con	   fines	   diagnósticos,	  sin	   embargo	   progresivamente	   su	   uso	   se	   ha	   ido	   reduciendo.	   Se	   ha	  demostrado	   que	   existe	   una	   correlación	   entre	   los	   test	   cutáneos,	   la	   IgE	  específica	  y	  los	  resultados	  de	  la	  PBE	  a	  un	  alérgeno	  específico,	  por	  lo	  que	  la	  PBE	  no	  es	  necesaria	  en	  la	  mayoría	  de	  los	  casos	  de	  asma.	  Sin	  embargo,	  en	  los	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casos	  en	  que	  la	  historia	  clínica	  y	  las	  pruebas	  cutáneas	  no	  son	  concluyentes	  la	   PBE	   es	   útil,	   así	   como	   en	   los	   casos	   de	   asma	   ocupacional	   y	   en	   la	  identificación	  de	  nuevos	  alérgenos	  y	  su	  relevancia	  clínica	  (218–220).	  	  	  Las	  contraindicaciones	  para	  la	  prueba	  figuran	  en	  la	  Tabla	  12.	  	  
	  
Tabla	   12.	   Contraindicaciones	   para	   la	   provocación	   bronquial	   específica	  (218)	  	   Absolutas	   Obstrucción	  bronquial	  con	  FEV1>70%	  	   Accidente	  cerebrovascular	  o	  infarto	  miocárdico	  reciente	  	   Hipertensión	  arterial	  no	  controlada	  	   Aneurisma	  de	  aorta	  	   Epilepsia	  mal	  controlada	  	   Tratamiento	  con	  beta-­‐bloqueantes	  
	   Incapacidad	  para	  las	  maniobras	  espirométricas	  (defectos	  mandibulares,	  cirugía	  oral,	  desprendimiento	  de	  retina…)	  Relativas	   Embarazo	  o	  lactancia	  	   Labilidad	  de	  la	  vía	  aérea	  
	  
Técnica	  de	  provocación	  bronquial	  específica	  
Para	  la	  realización	  de	  la	  PBE	  se	  deben	  utilizar	  extractos	  que	  cumplan	  unos	  criterios	   de	   calidad	   y	   estabilidad	   y	   estar	   estandarizados	   en	   unidades	  biológicas.	  Antes	  de	  iniciar	  la	  administración	  del	  extracto	  alergénico	  se	  debe	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comprobar	  que	  el	  paciente	  cumple	  los	  requerimientos	  previos	  (Tabla	  13)	  y	  se	   ha	   suspendido	   la	   medicación	   que	   puede	   interferir	   en	   la	   respuesta	  bronquial	   (Tabla	   14).	   Se	   debe	   hacer	   una	   espirometría	   basal	   y	  posteriormente	   una	   inhalación	  del	   diluyente	   para	   excluir	   hiperreactividad	  bronquial	  inespecífica.	  A	  continuación	  se	  lleva	  a	  cabo	  la	  PBE.	  	  	  
Tabla	   13.	   Requerimientos	   para	   la	   práctiva	   de	   la	   provocación	   bronquial	  específica	  (218)	  	  
• Estable	  sin	  medicación	  y	  FEV1	  ≥70%	  del	  predicho	  al	  inicio	  de	  la	  prueba	  
• Que	  no	  haya	   sufrido	  una	   reagudización	   grave	   en	   los	  últimos	  seis	  meses	  
• Que	  no	  haya	  tenido	  infección	  respiratoria	  en	  las	  seis	  semanas	  anteriores	  
• Que	  no	  haya	  sido	  vacunado	  con	  virus	  vivos	  atenuados	  en	   las	  seis	  semanas	  previas	  	  
	  La	  inhalación	  del	  alérgeno	  en	  un	  paciente	  sensibilizado	  puede	  desencadenar	  reacciones	  asmáticas	  inmediatas,	  tardías	  o	  duales.	  La	  reacción	  inmediata	  es	  debida	   a	   el	   efecto	   de	   mediadores,	   como	   histamina,	   PG	   o	   LT	   y	   comienza	  minutos	   tras	   la	   provocación,	   llegando	   al	   máximo	   en	   torno	   a	   los	   15-­‐20	  minutos	   y	   se	   resuleve	   habitualmente	   en	   1-­‐2	   horas.	   La	   reacción	   tardía	   	   se	  caracteriza	   por	   un	   infiltrado	   de	   eosinófilos,	   linfocitos	   y	   basófilos,	   que	  habitualmente	  comienza	  tras	  3-­‐4	  horas	  de	  la	  finalización	  de	  la	  PBE	  y	  llega	  a	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su	  máximo	   en	   torno	   a	   7-­‐12	   horas,	   persistiendo	   en	   algunos	   casos	   un	   FEV1	  disminuido	  hasta	  24	  horas	  después.	  	  
	  
Tabla	  14.	  Medicación	  que	  afecta	  a	  la	  respuesta	  bronquial	  e	  intervalo	  de	  suspensión	  	   Corticosteroides	  inhalados	   1-­‐2	  semanas	  Teofilinas	   48	  horas	  Beta2-­‐adrenérgicos	  orales	  Antihistamínicos	  (salvo	  astemizol,	  6	  semanas)	  Beta-­‐agonistas	  de	  acción	  corta	   12	  horas	  Beta-­‐agonistas	  de	  ación	  larga	   24	  horas	  Anticolinérgicos	   12-­‐24	  horas	  Cromoglicato	  y	  nedocromil	  sódico	  	  	  Los	  métodos	  de	  inhalación	  más	  habituales	  son:	  -­‐ Sistema	   de	   generación	   contínua	   de	   aerosol	   que	   se	   realiza	   a	  volumen	   corriente.	  El	  nebulizador	   está	   conectado	  a	  una	   fuente	  de	  aire	  comprimido	  que	  genera	  un	  output	  constante	  de	  0.13	  mL/min.	  La	  solución	  se	  inhala	  durante	  60	  segundos.	  La	  función	  pulmonar	  se	  mide	   inmediatamente	   tras	   la	   inhalación	   y	   a	   los	   15	   minutos.	   El	  intervalo	  entre	  las	  distintas	  concentradiones	  debe	  ser	  de	  al	  menos	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20	   minutos	   para	   evitar	   broncoconstricción	   grave.	   Cuando	   se	  alcanza	  una	  caída	  del	  FEV1	  entre	  el	  15-­‐20%	  desde	  el	  valor	  basal,	  se	  detiene	   la	   prueba.	   Habitualmente	   este	   sistema	   se	   inicia	   con	  concentraciones	   de	   80	   UB/mL	   y	   se	   quintuplican	   en	   cada	   paso.	  También	   se	   puede	   iniciar	   con	   una	   concentración	   que	   se	   calcula	  basado	  en	  la	  titulación	  a	  punto	  final	  de	  dicha	  solución	  en	  prick.	  En	  este	  caso	  la	  nebulización	  se	  inhala	  durante	  2	  minutos	  y	  la	  dosis	  se	  dobla	  cada	  10-­‐20	  minutos.	  -­‐ Método	   dosimétrico.	   Con	   este	   método	   se	   administra	   una	   dosis	  prefijada	  puesto	  que	  el	  dosímetro	  dispone	  de	  una	  válvula	  solenoide	  que	   administra	   un	   flujo	   y	   duración	   predeterminada.	   La	  concentración	   con	   la	   que	   se	   debe	   iniciar	   la	   prueba	   se	   calcula	  mediante	   la	   prueba	   de	   prick	   test	   con	   diluaciones	   seriadas	  (titulación	   a	   punto	   final),	   comenzando	   la	   PBE	   con	   la	   dilución	  anterior	  a	  la	  que	  genera	  un	  prick	  test	  positivo	  (≥3	  mm).	  El	  protocolo	  de	  PBE	  se	  muestra	  en	  la	  Figura	  6.	  	  	  La	  prueba	  se	  considera	  positiva	  cuando	  se	  alcanza	  una	  caída	  del	  FEV1	  ≥	  20%	  del	  basal,	  tras	  lo	  cual	  se	  administra	  medicación	  broncodilatadora.	  En	  el	  caso	  de	  que	  se	  llegue	  a	  la	  concentración	  final	  y	  no	  se	  haya	  obtenido	  una	  caída	  del	  FEV1	  ≥	  20%,	  la	  prueba	  se	  considera	  negativa.	  En	  cualquiera	  de	  los	  dos	  casos,	  se	  monitorizará	  la	  función	  pulmonar	  al	  menos	  dos	  horas	  tras	  la	  terminación	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de	  la	  prueba	  en	  el	  ámbito	  hospitalario	  y	  se	  hará	  seguimiento	  domiciliario	  en	  las	  24	  horas	  siguientes	  mediante	  registro	  de	  peak	  flow.	  	  	  
	  
Figura	  6.	  Esquema	  de	  realización	  de	  provocación	  bronquial	  específica	  	  	  
Monitorización	  de	  la	  respuesta	  bronquial	  La	   monitorización	   de	   la	   respuesta	   bronquial	   tras	   la	   PBE	   se	   efectúa	  clásicamente	   mediante	   la	   medición	   del	   FEV1	   y	   el	   PEF.	   El	   FEV1	   es	   el	  parámetro	   más	   fiable	   y	   reproducible	   como	   indicador	   de	   obstrucción	  bronquial	  y	  se	  considera	  el	  parámetro	  de	  referencia.	  Durante	  la	  prueba	  de	  la	  PBE	   y	   hasta	   al	   menos	   dos	   horas	   tras	   la	   finalización,	   se	   medirá	   en	   el	  laboratorio	   de	   función	   pulmonar.	   No	   obstante,	   durante	   las	   24	   horas	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siguientes,	  en	   las	  que	  se	  debe	  supervisar	   la	  respuesta,	   la	  determinación	  de	  PEF	   es	   un	  método	   asequible	   para	   valorar	   la	   respuesta	   bronquial,	   aunque	  éste	   dependa	   más	   del	   esfuerzo	   y	   refleje	   más	   los	   cambios	   en	   la	   vía	   aérea	  proximal	   que	   en	   la	   distal.	   Se	   considerará	   positiva	   la	   respuesta	   si	   hay	   una	  reducción	   del	   FEV1	   ≥	   20%	   en	   cualquier	  momento	   del	   seguimiento	   o	   de	   ≥	  25%	   del	   valor	   basal	   de	   PEF.	   No	   obstante	   se	   deben	   tener	   en	   cuenta	  respuestas	  del	  FEV1	  del	  15%	  en	  el	  caso	  de	  que	  se	  acompañen	  de	  síntomas	  de	  rinoconjuntivitis	  o	  tos.	  	  Varios	  artículos	  han	  demostrado	  un	  aumento	  de	  eosinófilos	  en	  la	  vía	  aérea	  tras	   la	   realización	   de	   una	   PBE	   (221–223),	   y	   la	   presencia	   de	   los	   mismos	  aumenta	  la	  especificidad	  de	  la	  prueba.	  	  Puesto	  que	   la	  medición	  de	  FeNO	  es	  un	  marcador	   indirecto	  de	   inflamación	  bronquial,	   éste	   se	   ha	   utilizado	   en	   algunos	   casos,	   aunque	   con	   resultados	  inconsistentes,	  para	  la	  monitorización	  de	  la	  PBE	  (224–231).	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El	   objetivo	  de	   la	  presente	   tesis	   es	   analizar	   la	   importancia	  del	   componente	  inflamatorio	   bronquial	   en	   el	   asma	   y	   el	   valor	   que	   tiene	   su	   determinación	  como	  parte	  del	  diagnóstico.	  	  En	  el	  diagnóstico	  del	  asma	  clásicamente	  se	  ha	  tenido	  en	  cuenta,	  sobre	  todo,	  la	  hiperrespuesta	  bronquial.	  Hasta	  la	  fecha,	  este	  es	  el	  principal	  componente	  que	   se	   valora	   y	   su	  medición	   se	   considera	   una	   prueba	   de	   referencia	   en	   el	  diagnóstico	  del	  asma	  según	  las	  guías	  	  clínicas	  (1,2).	  	  Sin	  embargo	  el	  componente	  inflamatorio	  es	  una	  parte	  muy	  importante	  en	  la	  patogenia	   del	   asma.	   Actualmente	   disponemos	   de	   diferentes	   formas	   de	  determinar	   la	   inflamación	   bronquial	   de	   forma	   poco	   invasiva.	   Por	   este	  motivo,	   en	   esta	   tesis	   se	   plantea	   el	   uso	   de	   los	   marcadores	   de	   inflamación	  bronquial	  como	  posibles	  herramientas	  diagnósticas	  en	  el	  asma.	  	  Para	  ello	  se	  estudiará	  la	  hierrespuesta	  bronquial	  frente	  a	  agentes	  indirectos	  de	  provocación	  bronquial	  inespecífica	  (adenosina),	  que	  son	  un	  mejor	  reflejo	  de	   la	   inflamación	  de	   la	  vía	  aérea,	  en	  pacientes	  con	  sospecha	  de	  asma,	  y	   se	  comparará	   el	   resultado	   con	   el	   obtenido	   en	   la	   prueba	   de	   provocación	   con	  metacolina,	  que	  se	  considera	  la	  prueba	  de	  referencia	  en	  el	  diagnóstico.	  	  Igualmente	   se	  valorará	   la	  determinación	  de	  óxido	  nítrico	  en	  aire	  exhalado	  (FeNO),	  marcador	  indirecto	  no	  invasivo	  de	  la	  inflamación	  eosinofílica	  de	  la	  vía	   aérea,	   tanto	   en	   el	   diagnóstico	   de	   asma	   en	   pacientes	   con	   síntomas	  sugestivos,	   como	   en	   la	   monitorización	   de	   la	   respuesta	   bronquial	   tras	   la	  provocación	  bronquial	  específica	  con	  alérgeno.	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En	   todos	   los	   trabajos	   se	   llevó	   a	   cabo	   el	   protocolo	   de	   diagnóstico	   habitual	  que	   incluye	   realización	   de	   pruebas	   cutáneas	   con	   una	   batería	   de	  neumoalérgenos	   habituales,	   espirometría	   basal	   y	   test	   de	   broncodilatador,	  siguiendo	   los	   criterios	  de	   la	  ATS	   (232).	   Los	   test	  de	  provocación	  bronquial	  específica	  (PBE)	  	  e	  inespecífica	  (PBI)	  se	  llevaron	  a	  cabo	  siguiendo	  el	  método	  dosimétrico	   de	   cinco	   inhalaciones	   (99,233).	   El	   óxido	   nítrico	   en	   aire	  exhalado	  (FeNO)	  se	  determinó	  mediante	  reacción	  electroquímica	  utilizando	  un	  analizador	  portátil	  de	  NO	  (NIOX	  MINO™,	  Aerocrine,	  Solna,	  Suecia)	  (169).	  El	   primer	   capítulo	   de	   esta	   tesis	   es	   un	   estudio	   prospectivo	   randomizado,	  simple	   ciego,	   cruzado,	   en	   el	   que	   se	   incluyeron	   cincuenta	   y	   siete	   pacientes	  con	   síntomas	   sugestivos	   de	   asma	   y	   una	   espirometría	   normal	   con	   test	   de	  broncodilatación	  negativo.	  Se	  les	  sometió	  en	  orden	  aleatorio	  a	  provocación	  bronquial	   inespecífica	   con	   metacolina	   y	   adenosina	   mediante	   método	  dosimétrico,	   separadas	   al	  menos	   3	   días.	   Se	   compararon	   los	   resultados	   de	  ambas	  provocaciones.	  	  El	  segundo	  capítulo	  es	  un	  estudio	  prospectivo	  en	  el	  que	  se	   incluyeron	  114	  pacientes	  con	  síntomas	  sugestivos	  de	  asma	  y	  una	  espirometría	  normal	  con	  test	  de	  broncodilatación	  negativo,	  a	  los	  que	  se	  realizó	  PBI	  con	  metacolina	  y	  determinación	  de	  FeNO.	  Se	  calculó	  la	  rentabilidad	  diagnóstica	  del	  FeNO	  y	  el	  punto	  de	   corte	  de	  máxima	   sensibilidad	  y	   especificidad	  para	   el	   diagnóstico	  de	  asma.	  	  El	  último	  capítulo	  es	  un	  estudio	  prospectivo	  en	  el	  que	  se	  incluyeron	  treinta	  y	   cuatro	  pacientes	   con	  asma	  que	  estaban	   sensibilizados	  a	  aeroalérgenos	  o	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alérgenos	  ocupacionales	  de	  alto	  peso	  molecular	  a	  los	  que	  se	  realizó	  PBE.	  Se	  determinó	  el	  FeNO	  previo	  a	  la	  realización	  de	  la	  provocación	  con	  alérgeno.	  El	  seguimiento	   de	   la	   respuesta	   a	   la	   PBE	   se	   hizo	  mediante	   determinación	   de	  flujo	  expiratorio	  máximo	  y	  espirometría,	  así	  como	  determinación	  de	  FeNO	  a	  las	  24	  horas	  de	  finalizada	  la	  provocación.	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Los	   resultados	   del	   primer	   trabajo	   incluido	   en	   esta	   tesis	   muestran	   una	  elevada	   correlación	   entre	   la	   provocación	   bronquial	   con	   metacolina	  (agonista	  directo)	  y	   la	  adenosina	  (agonista	   indirecto).	   	  De	   los	  54	  pacientes	  que	  se	  estudiaron,	  la	  provocación	  bronquial	  inespecífica	  con	  metacolina	  fue	  positiva	   en	   24	   de	   ellos	   y	   con	   adenosina	   en	   27.	   La	   concordancia	   de	   los	  resultados	   de	   ambas	   pruebas	   fue	   del	   94,4%	   (índice	   Kappa	   0,889).	   La	  provocación	   bronquial	   con	   adenosina	   mostró	   una	   sensibilidad	   del	   100%,	  especificidad	  del	  90%,	  valor	  predictivo	  positivo	  del	  88,9%	  y	  valor	  predictivo	  negativo	  del	  100%	  para	  el	  diagnóstico	  de	  asma.	  En	   el	   segundo	   trabajo	   se	  obtuvieron	  unos	  valores	  de	  óxido	  nítrico	   en	   aire	  exhalado	   (FeNO)	   significativamente	   más	   altos	   en	   la	   población	   asmática	  diagnosticada	  mediante	  test	  de	  metacolina	  (58	  ppb,	  IQR:	  36-­‐112	  vs	  30	  ppb,	  IQR:	   21-­‐42,75;	   p<0,001).	   	   Se	   estableció	   un	   punto	   de	   corte	   de	   FeNO	  de	   40	  ppb	  con	  una	  sensibilidad	  de	  74,3%,	  especificidad	  de	  72,5%,	  valor	  predictivo	  positivo	  de	  54,2%	  y	  valor	  predictivo	  negativo	  de	  86,6%.	  En	   el	   tercer	   trabajo	   se	   evidenció	   un	   incremento	   de	   FeNO	   con	   respecto	   al	  basal	   de	   +14	   ppb	   en	   los	   pacientes	   con	   un	   resultado	   positivo	   en	   la	  provocación	  bronquial	  específica	  con	  alérgeno	  (PBE),	  que	  no	  se	  objetivó	  en	  los	   pacientes	   con	   resultado	   negativo	   (-­‐	   1	   ppb),	   siendo	   esta	   diferencia	  estadísticamente	  significativa	  (p<0,001).	  	  Clasificando	   los	   pacientes	   con	  PBE	  positiva	   según	   el	   tipo	  de	   respuesta,	   no	  hubo	  diferencias	  en	  el	  incremento	  de	  FeNO	  (p=0,83).	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Este	   incremento	  de	  FeNO	  observado,	   no	  dependió	   tampoco	  de	   los	   valores	  de	  FeNO	  previos	  a	   la	  PBE,	  sino	  del	  resultado	  de	  la	  misma.	  Se	  estableció	  un	  punto	  de	  corte	  para	  el	  incremento	  porcentual	  de	  los	  niveles	  de	  FeNO	  tras	  la	  PBE	   del	   12%	   que	   mejor	   diferenció	   el	   resultado	   de	   la	   PBE	   (positivo	   vs.	  negativo).	   Este	   punto	   de	   corte	   mostró	   una	   sensibilidad	   del	   80,95%,	  especificidad	   del	   92,31%,	   valor	   predictivo	   positivo	   de	   94,44%	   y	   valor	  predictivo	  negativo	  de	  72%.	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ABSTRACT	  
Objective:	   Bronchial	   hyperresponsiveness	   is	   usually	   measured	   by	  bronchial	   challenge	   with	   direct	   (e.g.	   methacholine)	   and	   indirect	   (e.g.	  adenosine)	   agonists.	   A	   prospective,	   randomized,	   crossover,	   single-­‐blind	  study	   was	   performed	   to	   compare	   both	   methods	   in	   the	   first	   diagnosis	   of	  asthma.	  
Patients	   and	   methods:	   Fifty-­‐seven	   patients,	   in	   which	   asthma	   was	  suspected,	  were	   selected	   (21	  male,	   36	   female).	   Fifty-­‐four	   underwent	   both	  challenges	  following	  the	  five-­‐breath	  dosimeter	  protocol.	  PC20	  was	  calculated	  according	   to	   ATS	   guidelines.	   Data	   of	   symptoms	   developed	   during	   the	  challenge,	   PC20	  methacholine	   and	   adenosine,	   and	   FEV1	   improvement	   after	  bronchodilator	  therapy	  were	  recorded.	  
Results:	   Symptoms	  at	  consultation	  were	  consistent	  with	  asthma	   in	  68.4%	  patients,	   asthma	   and	   rhinitis	   in	   29.8%	   and	   exercise-­‐induced	   asthma	   in	  1.8%.	  Atopy	  was	   reported	   in	  93%;	  49.1%	  had	   family	  history	  of	   atopy	  and	  26.3%	  of	  asthma.	  The	  most	   frequent	   symptoms	  developed	  during	   the	   challenge	  were	   cough	  (40.4%	   with	   adenosine	   and	   20.4%	   with	   methacholine)	   and	   wheezing	  (26.3%	  and	  7.4%	  respectively),	  statistically	  significant	  differences.	  Bronchial	  challenge	  with	  MCh	  resulted	  positive	  in	  44.4%	  of	  the	  patients	  and	  positive	  with	  AMP	  in	  50%.	  Every	  patient	  with	  negative	  result	  to	  adenosine,	  was	   also	   negative	   to	   methacholine.	   In	   94.4%	   subjects	   the	   result	   of	   both	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challenges	   was	   concordant	   (kappa	   index=0.889).	   PC20	   in	   both	   challenges	  showed	  poor	  linear	  correlation	  (Pearson	  r=0.43,	  p<0.05).	  Positivity	  of	  both	  challenges	  was	  only	  associated	  with	  having	  a	  positive	  skin	  prick	  test	  to	  danders	  (p=0.001).	  	  Percentage	   of	   improvement	   after	   bronchodilator	   was	   34.9%	   (SD12.2%)	  with	   adenosine	   challenge	   and	   33.9%	   (SD17.9%)	   with	   methacholine	  (differences	  non	  statistically	  significant).	  
Conclusions:	   Concordance	   in	   the	   result	   of	   both	   techniques	   is	   very	   high.	  Cough	  and	  wheezing	  are	  more	  frequent	  with	  adenosine,	  though	  not	  severe.	  PC20	  with	  both	  techniques	  shows	  poor	  linear	  correlation.	  	  
	  
Key	   words:	   Adenosine,	   asthma,	   bronchial	   challenge,	   bronchial	  hyperresponsivenes,	  methacholine,	  PC20.	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INTRODUCTION	  
Reversible	  airway	  obstruction	  and	  airway	  hyperresponsiveness	   (AHR)	  are	  determinant	   features	   in	   asthma1,2.	   The	   pathological	   features	   that	   underlie	  AHR	  are	  both	  bronchial	  inflammation	  and	  airway	  remodelling.	  	  AHR	  can	  be	  measured	   by	   bronchial	   challenge	   tests	   with	   either	   direct	   or	   indirect	  stimuli1,2.	   Methacholine	   (MCh)	   acts	   directly	   at	   bronchial	   smooth	   muscle	  muscarinic	   receptors	   causing	   contraction	   of	   airway	   smooth	   muscle	   cells,	  while	  adenosine	  monophosphate	  (AMP)	  acts	  indirectly	  via	  activation	  of	  A1b	  receptors	  on	  the	  mast	  cell	  surface,	  leading	  to	  degranulation	  of	  primed	  mast	  cells	  and	  the	  release	  of	  pro-­‐inflammatory	  mediators	  such	  as	  histamine	  and	  leukotrienes3.	   MCh	   challenge	   is	   considered	   the	   gold	   standard	   for	  establishing	  the	  diagnosis	  of	  asthma	  when	  spirometry	  and	  broncodilatador	  testing	  are	  within	  normal	   limits1,2.	  Although	  bronchial	  challenge	  tests	  with	  both	   agents	   have	   been	   compared	   in	   patients	   previously	   diagnosed	   with	  asthma4,	  to	  the	  best	  of	  our	  knowledge	  they	  have	  never	  been	  compared	  with	  in	  patients	  with	  suspected	  asthma	  with	  the	  aim	  of	  diagnosing	  asthma	  for	  the	  first	  time.	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METHODS	  
A	  randomized,	  single	  blind,	  cross-­‐over	  study	  was	  carried	  out	  in	  the	  Allergy	  outpatient	   clinic	   at	   University	   Hospital	   La	   Paz	   (Madrid,	   Spain)	   between	  October	  2007	  and	  April	  2008.	  	  
Patients	  Male	   and	   female	   patients	   were	   consecutively	   recruited	   among	   those	  reporting	  perennial	  symptoms	  consistent	  with	  asthma	  (shortness	  of	  breath,	  wheezing	   and/or	   cough),	   regardless	   their	   atopic	   status,	   and	   who	   showed	  normal	   spirometric	   parameters	   and	   a	   negative	   bronchodilator	   test.	  Participants	   aged	   14	   years	   or	   older	  were	   enrolled	   after	  written	   informed	  consent	  was	  obtained	  (in	  patients	  aged	  less	  than	  18	  years	  written	  informed	  consent	   was	   obtained	   from	   their	   parents).	   Exclusion	   criteria	   were	   those	  previously	  described	  for	  bronchial	  challenge	  test1,2.	  A	  definitive	  diagnosis	  of	   asthma	  was	  made	  according	   to	  published	  asthma	  guidelines1,2	  by	  demonstration	  of	  airflow	  limitation	  (positive	  bronchodilator	  test)	  and	  for	  patients	  with	  symptoms	  of	  asthma	  but	  a	  normal	  lung	  function,	  by	   means	   of	   a	   positive	   MCh	   challenge.	   The	   bronchial	   challenge	   was	  considered	   positive	   when	   a	   decrease	   in	   FEV1	   from	   baseline	   of	   20%	   or	  higher	  was	  obtained	  after	  inhalation	  of	  the	  pharmacologic	  agonist.	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Skin	  prick	  tests	  
Skin	   tests	   were	   performed	   in	   every	   patient	   using	   the	   prick	   method5.	  Common	  environmental	  allergen,	  including	  house	  dust	  mites,	  grass	  and	  tree	  pollens,	   moulds	   (Alternaria,	   Cladosporium	   and	   Penicillium)	   and	   animal	  dander	   (cat	   and	   dog)	   were	   tested,	   as	   well	   as	   histamine	   (1mg/mL)	   and	  physiologic	   saline	   solution	   (0.9%)	   (ALK-­‐Abelló,	  Madrid,	   Spain).	  Atopy	  was	  defined	   as	   at	   least	   one	   skin	   prick	   test	  with	   a	  wheal	   diameter	   of	   3	  mm	   or	  greater	  than	  the	  negative	  control5	  .	  	  
Spirometry	  	  Spirometry	   was	   performed	   using	   a	   Spira	   Analyzer	   ST-­‐75	   spirometer	  (Fukuda	   Sangyo,	   Nagareyama,	   Japan)	   according	   to	   the	   American	   Thoracic	  Society	   (ATS)	   criteria6.	   The	   spirometer	   was	   calibrated	   daily	   with	   a	   3L	  precision	  syringe	  (Vitalograph	  Ltd,	  Buckingham,	  England).	  FEV1,	  forced	  vital	  capacity	   (FVC)	   and	   FEV1/FVC	   were	   measured	   prior	   to	   the	   bronchial	  challenges	   and	   then	   on	   successive	   time	   points	   according	   to	   the	   challenge	  protocol.	   All	   challenges	   were	   performed	   in	   the	   morning	   and	   medication	  withdrawal	  requirements	  were	  ensured.	  	  
Bronchial	  inhalation	  challenges	  
Patients	   were	   asked	   to	   stop	   the	  mediation	   before	   the	   challenge	   as	   stated	  previously1,2.	   Both	   challenges	   (MCh	   and	   AMP)	   were	   carried	   out	   on	   two	  separate	  occasions	  at	  least	  three	  days	  apart.	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  The	   bronchial	   challenges	   (MCh	   and	   AMP)	   were	   performed	   using	   Spira	  nebuliser	   and	   an	   electronic	   dosimeter	   (Spira	   Elektro,	   Respiratory	   Care	  Center,	  Hameelinn,	  Finland)	  with	  an	  output	  of	  0.45	  mL	  and	  a	  nebulisation	  time	  of	  0.6	  sec7,8.	  MCh	   inhalation	   challenge	   was	   performed	   with	   the	   five-­‐breath	   dosimeter	  method2	   with	   a	   dosing	   schedule	   of	   MCh	   (Provocholine®;	   Metapharm,	  Geneva,	   Switzerland)	   concentrations	   of	   0.0625,	   0.25,	   1,	   4	   and	   16	  mg/mL.	  AMP	   inhalation	   challenge	   was	   also	   performed	   following	   the	   five-­‐breath	  dosimeter	  protocol.	  Sodium	  salt	  of	  AMP	  (Sigma-­‐Aldrich,	  St.	  Louis,	  MO,	  USA)	  was	  diluted	  in	  saline	  solution	  (0.9%	  sodium	  chloride)	  and	  stored	  at	  4ºC.	  The	  dosing	   schedule	   was	   3.125,	   6.25,	   12.5,	   25,	   50,	   100,	   200,	   400	   mg/mL1.	  Positivity	  of	  the	  challenge	  was	  established	  when	  a	  decrease	  in	  FEV1	  of	  20%	  or	   greater	   from	   the	   lowest	   post-­‐saline	   value	   was	   achieved.	   Data	   are	  presented	  as	  provocative	  concentration	  causing	  a	  decrease	  of	  20%	  in	  FEV1	  (PC20)1,2.	  PC20	  was	  calculated	  using	  an	  algebraic	  formula9.	  	  During	   both	   challenges,	   data	   on	   undesired	   symptoms	   experienced	   by	   the	  patients	   after	   each	   dose	   were	   recorded.	   Physical	   examination	   after	   each	  dose	  and	  at	  the	  end	  of	  the	  challenge	  was	  also	  performed.	  
Statistical	  analysis	  Statistical	   analysis	  was	  performed	  with	   the	  SPSS	  v	  9.0	   (SPSS	   Inc.,	  Chicago,	  IL,	  USA).	  Data	  are	  presented	  as	  mean	  (SD)	  and	  95%	  confidence	  interval	  (CI).	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Chi-­‐square	  test	  was	  used	  to	  compare	  the	  differences	  in	  the	  results	  between	  both	   positive	   and	   negative	   groups.	   Data	   of	   PC20	   were	   log	   transformed	   to	  normalize	   their	   distribution	   before	   analysis.	   Correlations	   of	   the	   PC20	  MCh	  and	   PC20	   AMP	  were	   calculated	   using	   the	   Pearson’s	   correlation	   coefficient.	  The	  percent	  agreement	  and	  Kappa	  statistic	  for	  agreement	  was	  calculated	  for	  the	   results	   (positive	   or	   negative)	   of	   both	   challenges.	   P-­‐value	   of	   <0.05	  was	  considered	  to	  be	  statistically	  significant.	  Chi-­‐square	   test	   was	   applied	   to	   analyze	   the	   possible	   correlation	   between	  positivity	   to	   AMP	   bronchoprovocation	   challenge	   and	   the	   other	   different	  variables	   analyzed	   (sex,	   smoking	   habit,	   symptoms	   prior	   to	   the	   challenge,	  atopy,	   positive	   SPT,	   first	   degree	   family	   history	   of	   asthma	   and/or	   atopy).	  Student’s	   t	   test	   for	   equality	   of	   means	   was	   used	   to	   detect	   differences	  between	  mean	  age	  in	  both	  AMP	  positive	  and	  negative	  challenge	  groups.	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RESULTS	  
Fifty-­‐four	  patients	  of	   the	  57	   initially	   recruited	  were	   finally	   included	   in	   the	  study.	   Three	   patients	   did	   not	   complete	   both	   challenges	   as	   they	   voluntary	  retired	   their	   consent.	   Clinical,	   demographic	   and	   functional	   data	   were	  recorded	  as	  shown	  in	  Table	  I.	  
Table	  I.	  Clinical,	  demographic	  and	  functional	  characteristic	  of	  patients	  Number	  of	  patients	   57	  Age	  (in	  years)	   32	  (13)	  Gender	   	  Male	   21	  Female	   36	  Smoking	  habit	   	  Yes	   12	  No	   37	  Symptoms	   	  Asthma	   17	  Asthma	  and	  rhinitis	   39	  Exercise	  induced	  asthma	   1	  Atopy	  (≥2	  positive	  SPT)	   53	  SPT	   	  Pollen	   45	  Mites	   18	  Moulds	   11	  Danders	   30	  Family	  history	  of	  asthma	   28	  Family	  history	  of	  atopy	   15	  FEV1	  (L,	  mean	  ±	  SD)	   3.48	  ±	  0.89	  FEV1	  %	  predicted	  (mean	  ±	  SD)	   105.8	  ±17.2	  SPT:	  skin	  prick	  test;	  FEV1:	  forced	  espiratory	  volume	  in	  first	  second	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Challenge	  results	  
Bronchial	  challenge	  with	  MCh	  resulted	  positive	  in	  44.4%	  of	  the	  patients	  and	  bronchial	   challenge	  with	  AMP	  was	  positive	   in	  50%	  (Table	   II).	   In	  94.4%	  of	  the	  cases	  there	  was	  an	  agreement	  in	  the	  result	  of	  both	  challenge	  tests.	  The	  Kappa	  statistic	  for	  agreement	  was	  0.889.	  
	  
Table	  II.	  Bronchial	  responsiveness	  for	  both	  AMP	  and	  MCh	  challenges	  	   	   AMP	  +	   AMP	  -­‐	   Total	  MCh	  +	   24	  (44.4%)	   0	  (0%)	   24	  (44.4%)	  MCh	  -­‐	   3	  (5.6%)	   27	  (50%)	   30	  (55.6%)	  Total	   27	  (50%)	   27	  (50%)	   54	  (100%)	  AMP:	  adenosine	  monophosphate;	  MCh:	  methacholine;	  +:	  positive;	  -­‐:	  negative.	  
	  	  The	   median	   PC20	   in	   AMP	   challenge	   was	   19.57	   mg/mL	   (SD	   9.21	   mg/mL)	  whereas	   in	   MCh	   challenge	   the	   median	   PC20	   was	   3.32	   mg/mL	   (SD	   0.94	  mg/mL).	   Pearson	   correlation	   coefficient	   for	   PC20	   results	  with	   both	   agents	  was	  r=0.53	  (p<0.05),	  showing	  a	  moderate	  linear	  correlation.	  Considering	   the	  presence	  of	  both	   symptoms	  consistent	  with	  asthma	  and	  a	  positive	   MCh	   challenge	   as	   the	   gold	   standard	   for	   establishing	   a	   definitive	  diagnosis	  of	  asthma,	  the	  diagnostic	  value	  of	  adenosine	  bronchoprovocation	  was	  calculated	  (Table	  III).	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Table	  III.	  Diagnostic	  values	  of	  AMP	  challenge	  	   Sensitivity	   100	  %	  Specificity	   90	  %	  Positive	  predictive	  value	   88.9	  %	  Negative	  predictive	  value	   100	  %	  Efficiency	   94.4	  %	  
	  
Symptoms	  experienced	  during	  the	  challenge	  Clinical	   data	   on	   symptoms	   developed	   during	   the	   bronchoprovocation	  challenge	  with	  both	  MCh	  and	  AMP	  were	  registered,	  as	  summarized	  in	  Table	  IV.	   There	   were	   no	   statistically	   significant	   differences	   in	   symptoms	  presented	   during	   both	   challenges,	   except	   for	   cough	   and	   wheezing,	   which	  developed	  with	   a	   significantly	  higher	   frequency	  during	   the	  AMP	  challenge	  (p=0.013	  and	  0.006	  respectively).	  	  
Recovery	  after	  a	  positive	  challenge	  	  The	   percentage	   of	   recovery	   of	   FEV1	   after	   bronchodilator	   was	   also	  calculated.	   In	   the	   AMP	   challenge	   the	   mean	   percentage	   of	   recovery	   was	  34.94%	  (SD	  12.24%)	  and	   in	   the	  MCh	  challenge	  was	  33.89%	  (SD	  17.86%).	  The	  differences	  were	  not	  statistically	  significant.	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Table	  IV.	  Symptoms	  during	  bronchoprovocation	  challenge	  	  
Symptoms	   AMP	  (no.	  of	  patients)	   MCh	  (no.	  of	  patients)	   p	  None	   27	  (47.4%)	   36	  (63%)	   N.S.	  Dyspnea	   6	  (10.5%)	   3	  (5.6%)	   N.S.	  Thoracic	  oppression	   2	  (3.5%)	   7	  (13%)	   N.S.	  Cough	   23	  (40.4%)	   12	  (20.4%)	   0.013	  Wheezing	   15	  (26.3%)	   4	  (7.4%)	   0.006	  Extra	  pulmonary	   1	  (1.8%)	   3	  (5.6%)	   N.S.	  
	  
Relationship	   between	   positive	   bronchial	   challenge	   and	   variables	   before	   the	  
challenge	  Non-­‐statistically	  significant	  differences	  were	  found	  between	  patients	  with	  a	  positive	  or	  negative	  MCh	  or	  AMP	  challenges	  for	  the	  following	  variables:	  sex,	  smoking	  habit,	   symptoms	  before	   the	   challenge,	   atopy,	  positive	  SPT,	   family	  history	   of	   asthma	   and/or	   atopy.	   The	   only	   significant	   difference	   was	   the	  frequency	  of	  positive	  skin	  prick	  test	  to	  animal	  dander,	  which	  was	  higher	  in	  patients	  with	  a	  positive	  bronchial	  challenge	  (p=0.001).	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DISCUSSION	  
The	  results	  of	  bronchial	  challenges	  with	  AMP	  agreed	  with	  those	  of	  MCh	   in	  94.4%	   of	   the	   cases,	   indicating	   that	   AMP	   is	   a	   useful	   tool	   for	   diagnosing	  asthma.	   Similar	   results	   on	   kappa	   index	   between	  AMP	   and	  MCh	   inhalation	  challenges	  have	  been	  previously	  reported	  by	  Ribeiro	  et	  al	   10.	  Only	   in	   three	  cases,	   AMP	  was	   positive	   but	  MCh	   negative.	   In	   one	   of	   them	   PC20	  was	   high	  (236.47	  mg/mL)	  suggesting	  that	  this	  discordance	  could	  be	  due	  to	  the	  cut	  -­‐off	   point	   for	   considering	   the	   test	   as	  positive.	   The	  other	   two	   cases	   showed	  PC20	  values	   in	   the	  medium	  range,	  which	  may	  be	  explained	  because	  AMP	   is	  more	   related	   to	   airway	   inflammation11	   whereas	   MCh	   is	   more	   related	   to	  functional	   parameters	   of	   bronchial	   hyperresponsiveness	   (BHR).	   These	  patients	  might	  have	  certain	  acute	  inflammatory	  changes	  in	  the	  airways	  but	  not	   longstanding	   sequelae	   of	   the	   inflammatory	   process	   leading	   to	   BHR	   to	  MCh11.	  AMP	   is	   a	   good	   tool	   to	   diagnose	   asthma,	   as	   it	   has	   both	   high	   positive	   and	  negative	  predictive	  values.	  Nevertheless,	   it	  does	  not	  offer	  advantages	  over	  MCh	  for	  asthma	  diagnosis	   in	  clinical	  practice,	  as	  the	  protocol	   is	   longer	  and	  undesirable	   symptoms	   are	   more	   frequent.	   However,	   adenosine	   challenge	  can	   be	   used	   in	   cases	   where	   MCh	   is	   not	   available	   or	   in	   cases	   in	   which	  assessment	  of	  an	  indirect	  measure	  of	  airway	  inflammation	  is	  desirable.	  One	  point	  of	  uncertainty	  is	  whether	  the	  patients	  with	  symptoms	  consistent	  with	  asthma,	   a	   positive	   AMP	   challenge	   and	   a	   negative	  MCh	   challenge	   do	   really	  have	  asthma	  or	  whether	  this	  situation	  could	  be	  a	  pre-­‐asthma	  stage.	   It	  may	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also	   reflect	   a	   specific	   asthma	   phenotype,	   and	   this	   should	   be	   clarified	   in	  further	  studies.	  	  Although	  the	  qualitative	  result	  (positive	  vs	  negative)	  can	  be	  comparable	  for	  both	   techniques	   as	   they	   are	   highly	   concordant	   (kappa	   index	   0.889),	   the	  quantitative	   result	   by	  means	   of	   PC20	   values	   shows	  only	   a	  moderate	   linear	  correlation.	  This	  finding	  is	  very	  likely	  reflecting	  that	  both	  agents	  act	  through	  different	  pathways.	  AMP	  has	  also	  shown	  to	  be	  a	  safe	  tool,	  though	  wheezing	  and	  cough	  are	  more	  frequent	  than	  with	  MCh,	  as	  previously	  reported	  by	  Marks	  et	  al.12.	  However,	  these	   symptoms	   are	   mild,	   and	   they	   subsided	   in	   all	   cases.	   In	   addition,	   no	  differences	   were	   found	   in	   the	   magnitude	   of	   recovery	   of	   FEV1	   after	  inhalation	  of	  bronchodilator.	  	  A	  positive	   SPT	   result	   to	   animal	   dander	  was	   found	   to	  be	   associated	  with	   a	  positive	   result	   in	   the	   bronchial	   challenge	  with	  MCh	   or	   AMP.	   Grass	   pollen	  sensitization	  had	  been	  previously	  reported	  by	  Bakirtas	  and	  Turktas13	  to	  be	  predictive	  of	  AMP	  hyperresponsiveness	  in	  school	  age-­‐children,	  as	  it	  was	  the	  most	  frequent	  sensitizer	  aeroallergens	  in	  their	  region.	  We	  did	  not	  find	  any	  association	  between	  AHR	  with	  pollen	  sensitization,	  although	  tis	  allergen	   is	  also	   the	   most	   frequent	   sensitizer	   in	   our	   area.	   Animal	   dander	   is	   the	   only	  perennial	   aeroallergen,	   which	   is	   clinically	   relevant	   in	   our	   region,	   since	  house	   dust	  mites	   are	   scarce	   due	   to	   climatic	   conditions.	   Patients	  who	   only	  had	  seasonal	  asthma	  symptoms,	   in	  whom	  pollen	   is	  believed	  to	  be	  the	  only	  aeroallergen	  clinically	  relevant,	  were	  screened	  out	  from	  the	  study	  to	  avoid	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the	  possibility	  of	   false	  negative	   results,	   as	  AHR	   tests	  performed	  out	  of	   the	  pollen	   season	   in	   these	  patients	  have	   a	   low	  diagnostic	   sensitivity.	  Thus,	   no	  association	   could	   be	   found	   between	   bronchial	   challenge	   tests	   with	  sensitization	  to	  pollen.	  We	  consider	  that	  the	  current	  study	  design	  has	  not	  influenced	  the	  results,	  as	  no	  differences	  were	  observes	  in	  baseline	  airway	  calibres	  (FVC	  and/or	  FEV1)	  among	  groups	  (positive	  and	  negative),	   in	  the	  two	  challenge	  days;	  MCh	  and	  AMP	  tests	  were	  performed	  in	  a	  random	  order,	  and	  thus	  is	  very	  unlikely	  that	  the	   MCh	   test	   might	   have	   influenced	   the	   result	   of	   AMP	   test	   or	   vice	   versa.	  Also,	   none	   of	   the	   patients	   were	   taking	   any	   medication	   that	   could	   have	  protected	   from	   bronchoconstriction.	   However,	   it	   is	   necessary	   to	   bear	   in	  mind	  that	  this	  study	  has	  been	  performed	  in	  a	  sample	  population	  comprised	  mainly	   of	   atopic	   subjects	   (93%)	   and	   therefore	   the	   results	   cannot	   be	  generalized	   to	   a	   different	   asthma	   population.	   It	   would	   be	   interesting	   to	  carry	  out	  a	  similar	  study	  in	  non-­‐atopic	  patients.	  The	   bronchial	   challenge	   with	   both	   agents	   has	   proven	   safe,	   accurate,	  appropriate	  and	  useful	  for	  diagnosis	  of	  bronchial	  hyperresponsiveness.	  The	  agreement	  in	  the	  results	  of	  both	  challenges	  points	  out	  that	  either	  test	  could	  be	   used	   in	   diagnosis.	   However,	   owing	   to	   its	   convenience	   and	   the	   shorter	  protocol,	   the	  MCh	  challenge	   should	  be	   considered	   in	  daily	  practice	   for	   the	  assessment	  of	  airway	  hyperresponsiveness.	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ABSTRACT	  
Rationale:	   	  A	  standard	  asthma	  diagnosis	  is	  made	  based	  on	  clinical	  history,	  reversibility	   of	   airway	   obstruction,	   and	   bronchial	   hyperresponsiveness.	  Fractional	   exhaled	   nitric	   oxide	   (FeNO)	   is	   a	   noninvasive	   airway	  inflammatory	   marker	   that	   has	   been	   suggested	   as	   a	   diagnostic	   tool	   for	  asthma.	   The	   aim	   of	   this	   study	   was	   to	   establish	   a	   FeNO	   cut-­‐off	   value	   for	  asthma	  diagnosis.	  	  
Methods:	  One	  hundred	  and	  fourteen	  consecutive	  adult	  patients	  (mean	  age	  34	   ±13	   years)	   reporting	   symptoms	   consistent	   with	   asthma,	   with	   normal	  spirometric	  parameters	   and	  a	  negative	  bronchodilator	   test,	  were	   included	  in	  the	  study.	  All	  underwent	  a	  methacholine	  challenge	  test	  following	  the	  five-­‐breath	   dosimeter	   protocol.	   FeNO	   was	   measured	   with	   a	   portable	   device	  (NioxMino,	  Aerocrine	  AB,	  Sweden)	   just	  before	   the	  methacholine	  challenge.	  The	   sensitivity,	   specificity,	   and	   diagnostic	   performance	   of	   FeNO	  measurement	  were	  calculated.	  	  
Results:	   Thirty-­‐five	   out	   of	   the	   114	  patients	   (30.7%)	  were	   diagnosed	  with	  asthma.	  A	  positive	  methacholine	  challenge	  was	  associated	  with	  higher	  FeNO	  levels	   and	   with	   lower	   forced	   expiratory	   volume	   in	   one	   second	   (FEV1)	   at	  baseline.	   No	   correlation	   was	   found	   between	   methacholine	   provocative	  concentration	  causing	  a	  decrease	  of	  20%	  in	  FEV1	  (PC20)	  and	  FeNO	  levels.	  A	  receiver-­‐operating	   characteristic	   curve	   was	   constructed	   for	   FeNO	   levels	  (area	   under	   the	   curve	   [AUC]:	   0.762;	   95%	   confidence	   interval	   [CI]:	   0.667-­‐
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0.857;	   p	   <	   .001).	   The	   FeNO	   cut-­‐off	   point	   with	   maximal	   specificity	   and	  sensitivity	  for	  asthma	  diagnosis	  was	  40	  ppb.	  	  
Conclusions:	  Patients	  with	  confirmed	  asthma	  showed	  higher	  FeNO	  levels.	  A	  cut-­‐off	   value	   of	   40	   ppb	   was	   calculated	   as	   the	   most	   efficient	   for	   asthma	  diagnosis	  in	  our	  population.	  The	  use	  of	  FeNO	  measurement	  may	  be	  a	  helpful	  tool	   to	   rule	   out	   a	   diagnosis	   of	   asthma,	   especially	   in	   patients	   in	   whom	   a	  methacholine	  challenge	  is	  not	  feasible	  or	  available.	  
Keywords:	   airway	   inflammation;	   asthma;	   diagnosis;	   methacholine;	   nitric	  oxide	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INTRODUCTION	  
Asthma	   is	   a	   chronic	   airway	   disease	   characterized	   by	   the	   presence	   of	  inflammatory	   cells	   and	   the	   release	   of	   proinflammatory	   mediators	   in	   the	  airways.	  Conventional	  diagnosis	  of	  asthma	  is	  made	  by	  means	  of	  the	  clinical	  history,	   measurement	   of	   reversible	   airway	   obstruction	   (response	   to	  bronchodilators),	   and	   an	   assessment	   of	   bronchial	   hyperresponsiveness	   by	  inhalation	   challenges	   (1).	   Nevertheless,	   as	   inflammation	   is	   a	   well-­‐characterized	   feature	   of	   asthma,	   the	   inflammatory	   component	   should	   also	  be	  assessed.	  Fractional	  exhaled	  nitric	  oxide	  (FeNO)	  is	  an	  indirect	  measure	  of	  airway	  inflammation	  that	   is	  easy	  to	  obtain	  for	  both	  patients	  and	  clinicians.	  In	   the	   lungs,	   NO	   is	   generated	   from	   various	   cell	   types,	   including	  macrophages,	   mast	   cells,	   epithelial	   cells,	   endothelial	   cells,	   and	   airway	  smooth	   muscle	   cells	   (2).	   In	   patients	   with	   asthma,	   high	   levels	   of	   NO	   are	  found	   in	   exhaled	   breath	   (3),	   especially	  when	   eosinophilic	   inflammation	   is	  present,	  and	  it	  predicts	  response	  to	  steroid	  treatment	  (4).	  Measurement	  of	  airway	  inflammation	  by	  means	  of	  FeNO	  may	  be	  useful	  and	  convenient	   for	   asthma	   diagnosis,	   particularly	   when	   bronchial	   challenges	  and/or	   spirometric	   maneuvres	   cannot	   be	   correctly	   performed.	   The	   main	  problem,	   however,	   is	   that	   there	   is	   no	   consensus	   on	   what	   level	   of	   FeNO	  should	   be	   used	   to	   rule	   in	   or	   rule	   out	   an	   asthma	   diagnosis.	   Recently,	   the	  Spanish	   Guidelines	   for	   Asthma	   Management	   (GEMA)	   suggested	   a	   cut-­‐off	  value	   of	   30	   ppb	   for	   asthma	   diagnosis	   (5).	   Several	   studies	   have	   aimed	   to	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evaluate	   FeNO	   measurement	   as	   a	   diagnostic	   tool	   in	   asthma	   (6,	   7),	   and	  others	  have	  included	  this	  measurement	  in	  the	  diagnostic	  workup	  of	  chronic	  cough	   (8).	   Munnik	   et	   al.	   (9)	   have	   compared	   FeNO	   with	   airway	  responsiveness	   to	   histamine.	   Fortuna	   et	   al.	   (10)	   compared	   the	   diagnostic	  usefulness	   of	   FeNO	   as	  well	   as	   eosinophil	   count	   in	   induced	   sputum	   versus	  the	   methacholine	   inhalation	   challenge.	   As	   these	   studies	   differ	   in	  methodology	   and	   there	   is	   no	   agreement	   on	  which	   cut-­‐off	   point	   should	   be	  used,	   we	   conducted	   a	   prospective	   cross-­‐sectional	   study	   to	   establish	   the	  usefulness	   of	   FeNO	   measurement	   for	   asthma	   diagnosis	   (confirmed	   by	  methacholine	   challenge)	   in	   patients	  who	   complained	   of	   lower	   respiratory	  tract	  symptoms.	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METHODS	  
Patients	  
Patients	   were	   consecutively	   recruited	   among	   those	   reporting	   persistent	  symptoms	   consistent	  with	   asthma	   (shortness	   of	   breath,	  wheezing,	   and/or	  cough),	   regardless	   of	   their	   atopic	   status,	   and	   who	   showed	   normal	  spirometric	   parameters	   and	   a	   negative	   bronchodilator	   test.	   Participants	  aged	   14	   years	   or	   older	   were	   enrolled.	   Written	   informed	   consent	   was	  obtained	   from	   all	   subjects	   (in	   patients	   less	   than	   18	   years	   of	   age,	   written	  informed	  consent	  was	  obtained	  from	  their	  parents).	  Exclusion	  criteria	  were	   those	  previously	  described	   for	  bronchial	   challenge	  tests	   (11,	   12).	   A	   definitive	   diagnosis	   of	   asthma	   was	   made	   according	   to	  published	  asthma	  guidelines	  (11,	  12)	  by	  means	  of	  consistent	  symptoms	  and	  a	  positive	  methacholine	  bronchial	  challenge.	  
Skin	  Prick	  Tests	  
Skin	   tests	  were	   performed	   on	   every	   patient	   using	   the	   prick	  method	   (13).	  Common	   environmental	   allergen,	   including	   house	   dust	  mites,	   grass,	  weed	  and	   tree	   pollen,	   molds	   (Alternaria,	   Cladosporium,	   and	   Penicillium),	   and	  animal	   dander	   (cat	   and	   dog)	   (ALK-­‐Abelló,	   Madrid,	   Spain)	   were	   tested,	   as	  well	  as	  histamine	  (1	  mg/ml)	  and	  physiologic	  saline	  solution	  (0.9%).	  Atopy	  was	   defined	   as	   the	   presence	   of	   at	   least	   one	   skin	   prick	   test	   to	   common	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allergens	   with	   a	   wheal	   diameter	   of	   3	   mm	   or	   greater	   than	   the	   negative	  control	  (13).	  
Spirometry	  Spirometry	   was	   performed	   using	   a	   Flow	   Screen	   spirometer	   (Vyasis	  Healthcare,	   Hoechberg,	   Germany)	   according	   to	   American	   Thoracic	   Society	  criteria	   (14).	   The	   spirometer	   was	   calibrated	   daily	   with	   a	   3-­‐L	   precision	  syringe	   (Vitalograph,	   Buckingham,	   England).	   Forced	   expiratory	   volume	   in	  one	   second	   (FEV1),	   forced	   vital	   capacity	   (FVC),	   and	   FEV1/FVC	   were	  measured	  in	  the	  morning.	  Reference	  values	  were	  those	  published	  by	  Roca	  et	  al.	   (15).	   All	   patients	   underwent	   a	   bronchodilator	   test	   by	   inhaling	   200	   μg	  salbutamol.	  
FeNO	  Measurement	  FeNO	  was	  measured	   just	  before	   the	  methacholine	   inhalation	  challenge,	  by	  electrochemical	   reaction	   using	   a	   portable	   nitric	   oxide	   analyzer	   (NIOX	  MINOTM;	   Aerocrine,	   Solna,	   Sweden),which	   provides	   measurements	   at	   an	  exhalation	  flow	  rate	  of	  50	  ml/s	  (16).	  
Methacholine	  Inhalation	  Challenge	  Patients	  were	  asked	   to	  stop	   their	  asthma	  medication	  before	   the	  challenge,	  as	   described	   elsewhere	   (11,	   12).	   The	   methacholine	   inhalation	   challenge	  (MCh	   IC)	   was	   performed	   using	   a	   Spira	   nebulizer	   and	   an	   electronic	  dosimeter	   (Spira	   Elektro;	   Respiratory	   Care	   Center,	   Hameelinn,	   Finland)	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following	   the	   five-­‐breath	   dosimeter	  method	   (12),	   as	   previously	   described	  (17,	  18).	  The	  bronchial	  challenge	  was	  considered	  positive	  when	  a	  decrease	  in	  FEV1	  from	  a	  baseline	  of	  20%	  or	  higher	  was	  obtained	  after	  MCh	  inhalation.	  Data	  are	  presented	  as	   the	  provocative	  concentration	  causing	  a	  decrease	  of	  20%	   inFEV1	   (PC20)	   (4,	   10).	   The	   PC20	   was	   calculated	   using	   an	   algebraic	  formula	  (19).	  
Statistical	  Analysis	  The	   statistic	   analysis	   was	   performed	   using	   SPSS	   v	   9.0	   (SPSS,	   Chicago,	   IL,	  USA).	   Data	   are	   presented	   as	   mean	   ±	   standard	   deviation	   for	   normally	  distributed	   variables.	   FeNO,	   were	   non-­‐normally	   distributed	   variables	   and	  thus,	   they	   are	   presented	   as	   median	   and	   interquartile	   range	   (IQR).	   The	  association	  between	  MCh	  IC	  and	  clinical	  variables	  was	  analyzed	  using	  either	  the	  χ2	  test	  or	  Mann-­‐Whitney	  test.	  The	  correlation	  between	  FeNO	  levels	  and	  clinical	  variables	  was	  performed	  by	  calculating	  Spearman’s	  rho	  correlation	  coefficient,	  and	  the	  Mann-­‐Whitney	  test	  for	  categorical	  variables.	  Sensitivity,	  specificity,	   positive	   predictive	   value	   (PPV),	   and	   negative	   predictive	   value	  (NPV)	   of	   FeNO	   cut-­‐off	   values	   were	   calculated,	   considering	   methacholine	  inhalation	   challenge	   outcome	   as	   the	   gold	   standard.	   Statistical	   significance	  was	  set	  at	  α	  =	  .05.	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RESULTS	  
One	  hundred	  and	  fourteen	  patients,	  mean	  age	  34	  ±	  13	  years	  (range	  14–68)	  participated	   in	   the	   study.	  Clinical	   characteristics,	   data	  on	  medication,	   lung	  function	  values,	  FeNO	  levels,	  and	  results	  on	  MCh	  IC	  are	  presented	  in	  Table	  1.	  Median	   FeNO	   level	   in	   our	   population	  was	   34	   ppb.	   It	   is	  worth	   noting	   that	  nearly	   half	   of	   these	   patients	   had	   concomitant	   rhinitis	   symptoms.	   The	  median	  FeNO	   in	   the	  group	  presenting	  with	  asthma	  symptoms	  was	  30	  ppb	  (IQR	  21–56.75),	  whereas	   in	  the	  group	  presenting	  with	  asthma	  and	  rhinitis	  symptoms	  was	  39	  ppb	  (IQR	  26–71)	  (p	  =	  .64).	  	  The	   FEV1	   values	   were	   within	   normal	   predicted	   reference	   values	   and	  bronchodilator	   tests	   were	   negative	   in	   all	   patients.	   The	   methacholine	  inhalation	   challenge	   was	   positive	   in	   35	   subjects	   (30.7%)	   and	   they	   were	  diagnosed	  with	  asthma.	  FeNO	  levels	  were	  significantly	  higher	  in	  asthmatics	  (58	  ppb,	   IQR	  36–112)	   than	   in	  nonasthmatics	   (30	  ppb,	   IQR	  21–42.75)	   (p	  <	  .001).	  FEV1	  values	  were	  also	  significantly	   lower	   in	  asthmatic	  patients	   than	  in	   nonasthmatic	   subjects	   (p	  =	   .002)	   (Table	   2).	   There	   were	   no	   differences	  between	  the	  group	  with	  confirmed	  asthma	  diagnosis	  and	  the	  nonasthmatic	  group	   regarding	   any	   of	   the	   variables	   except	   atopy	   and	   positive	   skin	   prick	  test	  (SPT)	  to	  animal	  dander	  (see	  Table	  2).	  
DIAGNÓSTICO	  DEL	  ASMA	   107	  	  
Table	  1.	  Characteristics	  of	  study	  population	  (N=115)	  Gender	  	   	  Male	  (n,	  %)	   72	  (62.6%)	  Female	  (n,	  %)	   43	  (37.4%)	  BMI	  (mean±SD)	   24.75±5.15	  Family	  history	  of	  atopy	  (n,	  %)	   49	  (42.6%)	  Family	  history	  of	  asthma	  (n,	  %)	   31	  (27%)	  Smoking	  habit	   	  Current	  smokers	  (n,	  %)	   17	  (14.8%)	  Ex-­‐smokers	  (n,	  %)	   11	  (9.6%)	  Non-­‐smokers	  (n,	  %)	   87	  (75.7%)	  Symptoms	   	  Asthma	  (n,	  %)	   56	  (48.7%)	  Rhinitis	  and	  asthma	  (n,	  %)	   59	  (51.3%)	  Treatment	   	  None	  (n,	  %)	   77	  (67%)	  SABA	  (n,	  %)	   9	  (7.8%)	  ICS	  (n,	  %)	   5	  (4.3%)	  ICS+LABA	  (n,	  %)	   16	  (13.9%)	  antiLT	  (n,	  %)	   3	  (2.6%)	  Nasal	  corticosteroid	  (n,	  %)	   3	  (2.6%)	  Antihistamines	  (n,	  %)	   7	  (6.1%)	  Atopy	  (n,	  %)	   100	  (87%)	  Pollens	  (n,	  %)	   83	  (72.2%)	  Mites	  (n,	  %)	   31	  (27%)	  Moulds	  (n,	  %)	   14	  (12.2%)	  Danders	  (n,	  %)	   35	  (30.4%)	  Basal	  lung	  function	   	  FEV1	  (%	  predicted)	  (mean±SD)	   104.29±14.95	  FVC	  (%	  predicted)	  (mean±SD)	   110.93±12.77	  Positive	  MChIC	  (n,	  %)	   35	  (30.4%)	  BMI:	   Body	   Mass	   Index;	   SABA:	   short	   acting	   beta	   agonists;	   ICS:	   inhaled	  corticosteroids;	   ICS+LABA:	   inhaled	  corticosteroids	  +	   long	  acting	  beta	  agonists;	  antiLT:	   leukotriene	   antagonist	   receptors;	   FEV1:	   forced	   expired	   volume	   in	   one	  second;	   FVC:	   forced	   vital	   capacity;	  MChIC:	  methacholine	   inhalation	   challenge.	  SD:	  standard	  deviation;	  IQR:	  interquartile	  range.	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Table	  2.	  Comparison	  of	  study	  variables	  according	  to	  asthma	  diagnosis	  






Age	  (mean±SD)	   36.5±14.6	   32.89±13.04	   N.S.	  Gender	   	   	   N.S.	  	  	  Male(n,	  %)	   16	  (45.7%)	   27	  (33.8%)	   	  	  	  Female	  (n,	  %)	   19	  (54.3%)	   53	  (66.3%)	   	  BMI	  (mean±SD)	   25.37±6.62	   24.48±4.38	   N.S.	  Family	  history	  atopy	  (n,	  %)	   16	  (45.7%)	   33	  (41.3%)	   N.S.	  Family	  history	  asthma	  (n,	  %)	   11	  (31.4%)	   20	  (25%)	   N.S.	  Smoking	  habit	   	   	   N.S.	  	  	  Current	  smokers	  (n,	  %)	   5	  (14.3%)	   12	  (15%)	   	  	  	  Ex-­‐smokers	  (n,	  %)	   5	  (14.3%)	   6	  (7.5%)	   	  	  	  Non-­‐smokers	  (n,	  %)	   25	  (71.4%)	   62	  (77.5%)	   	  Symptoms	   	   	   N.S.	  	  	  Asthma	  (n,	  %)	   18	  (51.4%)	   38	  (47.5%)	   	  	  	  Rhinitis	  &	  asthma	  (n,	  %)	   17	  (48.6%)	   42	  (52.5%)	   	  Treatment	   	   	   	  	  	  None	  (n,	  %)	   21	  (60%)	   56	  (70%)	   N.S.	  	  	  SABA	  (n,	  %)	   4	  (11.4%)	   5	  (6.3%)	   N.S.	  	  	  ICS	  (n,	  %)	   3	  (8.6%)	   2	  (2.5%)	   N.S.	  	  	  ICS+LABA	  (n,	  %)	   7	  (20%)	   9	  (11.3%)	   N.S.	  	  	  LTRA	  (n,	  %)	   1	  (2.9%)	   2	  (2.5%)	   N.S.	  	  	  Nasal	  CS	  (n,	  %)	   1	  (2.9%)	   2	  (2.5%)	   N.S.	  	  	  Antihistamines	  (n,	  %)	   0	  (0%)	   7	  (8.8%)	   N.S.	  Atopy	  (n,	  %)	   34	  (97.1%)	   66	  (82.5%)	   .036	  	  	  Pollen	  (n,	  %)	   26	  (74.3%)	   57	  (71.3%)	   N.S.	  	  	  Mites	  (n,	  %)	   8	  (22.9%)	   23	  (28.8%)	   N.S.	  	  	  Moulds	  (n,	  %)	   7	  (8.8%)	   7	  (20%)	   N.S.	  	  	  Dander	  (n,	  %)	   17	  (48.6%)	   18	  (22.5%)	   .008	  Basal	  lung	  function	   	   	   	  	  	  FEV1	  (%pred)	  (mean±SD)	   97.91±15	   107.09±14.1	   .002	  	  	  FVC	  (%pred)	  (mean±SD)	   110.32±13.36	   111.2±12.57	   N.S.	  PC20	  Mch	  (median,	  IQR)	   3.07	  (0.74-­‐9.89)	   	   	  FeNO	  (median,	  IQR)	   58	  (36-­‐112)	   29.5	  (21-­‐43)	   .000	  BMI:	   Body	   Mass	   Index;	   SABA:	   short	   acting	   beta	   agonists;	   ICS:	   inhaled	   corticosteroids;	  ICS+LABA:	   inhaled	   corticosteroids	   +	   long	   acting	   beta	   agonists;	   LTRA:	   leukotriene	  receptor	   antagonists;	   FEV1:	   forced	   expired	   volume	   in	   one	   second;	   FVC:	   forced	   vital	  capacity;	  MChIC:	  methacholine	  inhalation	  challenge	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FeNO	   levels	   were	   not	   correlated	   with	   any	   of	   the	   following	   variables:	  age,	  gender,	  body	  mass	  index	  (BMI),	  smoking	  habit,	  atopy,	  lung	  function	  values,	   symptoms,	   and	  medication.	  No	   correlation	  was	   found	  between	  FeNO	  and	  PC20	  in	  asthmatic	  patients	  (r=−.14).	  The	   receiver-­‐operating	   characteristic	   (ROC)	   curve	   for	   FeNO	   levels	   is	  shown	   in	   Figure	   1.	   The	  mean	   area	   under the	   curve	   (AUC)	  was	   0.762	  (95%	   confidence	   interval	   [CI]:	   0.667-­‐0.857;	   p	  =	   .000).	   A	   cut-­‐off	   point	  with	   maximal	   sensitivity	   (74.3%)	   and	   specificity	   (72.5%)	   was	  calculated	   for	   FeNO	   values	   at	   40	   ppb.	   According	   to	   this	   cut-­‐off	   value,	  predictive	   values	   for	   asthma	   diagnosis	   were	   calculated:	   positive	  predictive	   value	   (PPV)	   54.2%	   and	   negative	   predictive	   value	   (NPV)	  86.6%.	  	  
	  
Figure	  1.	  Receiver-­‐operating	  characteristic	  curve	  for	  FeNO
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DISCUSSION	  The	   prevalence	   of	   confirmed	   asthma	   in	   our	   population	   was	   30.4%.	   The	  optimal	  value	  of	  FeNO	  (using	  NIOX	  MINO,	  at	  a	  flow	  rate	  of	  50	  ml/s)	  for	  the	  diagnosis	  of	  asthma	  was	  40	  ppb,	  with	  a	  sensitivity	  of	  74%	  and	  a	  specificity	  of	  72.5%.	  	  Asthma	   is	   a	   chronic	   disease	   of	   the	   airways	   characterized	   by	   bronchial	  inflammation	   (usually	   but	   not	   always	   eosinophilic),	   variable	   airflow	  limitation,	   and	   bronchial	   hyperresponsiveness	   (20,	   21).	   Measuring	   the	  differential	   cell	   count	   in	   induced	   sputum	   (particularly	   percentage	   of	  eosinophils)	  is	  the	  best	  non-­‐invasive	  tool	  to	  assess	  bronchial	  inflammation,	  but	   the	   procedure	   is	   time-­‐consuming	   and	   requires	   technical	   skills,	   which	  limits	   its	   clinical	   applicability.	   Because	   a	   significant	   relationship	   between	  FeNO	  and	  both	  sputum	  eosinophils	  and	  bronchial	  hyperresponsiveness	  has	  been	   previously	   reported	   (22,	   23),	   it	   seems	   sensible	   to	   use	   FeNO	   as	   a	  surrogate	   of	   airway	   inflammation.	   Several	   studies	   have	   shown	   that	   FeNO	  levels	   are	   increased	   in	   steroid-­‐naïve	   asthmatics	   (22,	   24,	   25).	   The	  performance	  of	  FeNO	  measurement	  as	  a	  diagnostic	  tool	  in	  asthma	  has	  been	  previously	   evaluated	   (6,	   7).	   However,	   although	   diagnostic	   accuracy	   was	  high,	   comparisons	  were	  made	  with	   asthma	   diagnosis,	   as	   determined	   by	   a	  positive	   bronchodilator	   test	   or	   inhalation	   challenge	   (6),	   or	   with	   lung	  function	  (7).	  In	  the	  study	  of	  Dupont	  et	  al.	  (6),	  patients	  were	  recruited	  among	  those	  presenting	  with	   symptoms	  suggestive	  of	  obstructive	  airway	  disease,	  and	   the	   diagnosis	   of	   asthma	   was	   made	   by	   means	   of	   a	   positive	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bronchodilator	   test	  or	  a	  positive	  histamine	  challenge.	  A	  cut-­‐off	  point	  of	  16	  ppb	  was	  calculated	  with	  a	  specificity	  of	  90%,	  but	   it	  had	  a	   lower	  sensitivity	  (69.4%).	   The	   results	   of	   that	   study	   are	   not	   comparable	  with	   our	   study,	   as	  measurement	  of	  NO	  was	  performed	  with	  a	  chemiluminescence	  analyzer	  at	  a	  flow	   rate	   of	   200	   ml/s	   (6).	   In	   the	   study	   of	   Malmberg	   et	   al.	   (7)	   the	   study	  population	  was	  children,	  the	  diagnosis	  was	  made	  by	  means	  of	  lung	  function	  and	   response	   to	   bronchodilators,	   and	   FeNO	   was	   measured	   by	  chemiluminescence	   at	   a	   flow	   rate	   of	   50	  ml/s.	   Another	   study	   (8)	   reported	  the	  use	  of	  FeNO	  in	  chronic	  cough	  for	  the	  diagnosis	  of	  asthma.	  Munnik	  et	  al.	  (9)	  assessed	  the	  relationship	  of	  FeNO	  measurement	  with	  asthma	  diagnosis	  and	  bronchial	  hyperresponsiveness	  to	  histamine.	  The	  study	  was	  performed	  with	   two	   different	  methods	   of	  measuring	   FeNO	   since	   it	  was	   conducted	   in	  two	  centers,	  and	  the	  authors	  stated	  that	  there	  might	  be	  a	  bias	  in	  the	  study	  because	  they	  lack	  a	  true	  gold	  standard	  for	  diagnosis,	  which	  was	  made	  based	  on	   medical	   history,	   pulmonary	   function,	   and	   a	   bronchial	  hyperresponsiveness	   test.	   In	   our	   study,	   we	   demonstrated	   a	   good	  relationship	   between	   FeNO	   level	   and	   methacholine	   inhalation	   challenge	  outcome	  (positive	  versus	  negative)	  (p	  <	  .001),	  but	  no	  correlation	  was	  found	  between	  FeNO	   levels	  and	  methacholine	  PC20	  values	  (r	  =	  −.14).	  Berkman	  et	  al.	  (26)	  undertook	  a	  study	  to	  determine	  whether	  FeNO	  measurement	  could	  be	   used	   to	   diagnose	   asthma	   in	   patients	   with	   nonspecific	   respiratory	  symptoms.	   However,	   a	   clinical	   diagnosis	   of	   asthma	   was	   used	   as	   the	   gold	  standard,	   instead	   of	   bronchial	   challenge	   tests.	   A	   cut-­‐off	   point	   of	   FeNO	   >7	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ppb	   (at	   a	   flow	   rate	   of	   250	   ml/s)	   best	   differentiated	   asthmatic	   and	  nonasthmatic	  subjects	  (sensitivity	  82.5%,	  specificity	  88.9%).	  Among	   patients	   with	   relevant	   respiratory	   symptoms,	   normal	   spirometric	  parameters	   and	   negative	   bronchodilator	   response,	   which	   is	   a	   common	  clinical	   scenario,	   we	   followed	   the	   diagnostic	   algorithm	   proposed	   by	   the	  Global	   Initiative	   for	   Asthma	   (GINA)	   (1),	   using	   the	   result	   of	   the	   bronchial	  challenge	   to	   MCh	   to	   confirm	   the	   asthma	   diagnosis.	   The	   relationship	  between	   FeNO	   and	   bronchial	   provocation	   challenge	   has	   been	   previously	  reported	  by	  Smith	  et	  al.	   (27).	   In	   their	  study,	  an	  optimal	  cut-­‐off	  point	  of	  20	  ppb	  (at	  a	  flow	  rate	  of	  50	  ml/s)	  was	  established	  for	  diagnosing	  asthma,	  based	  on	   predictive	   accuracy.	   This	   value	   showed	   a	   sensitivity	   of	   88%	   and	  specificity	  of	  79%.	  Another	  study,	  which	  also	  included	  patients	  with	  chronic	  obstructive	  pulmonary	  disease	  (COPD),	  calculated	  a	  46	  ppb	  cut-­‐off	  point	  for	  FeNO	   levels	   in	   the	   diagnosis	   of	   asthma,	   although	   it	   had	   poor	   diagnostic	  sensitivity	   (34%)	   (28).	   Fortuna	   et	   al.	   (10),	   using	   a	   conventional	  chemiluminescence	  analyzer	   at	   a	   flow	   rate	  of	  50	  ml/s,	   calculated	  a	   cut-­‐off	  value	   of	   23	   ppb	   to	   best	   distinguish	   between	   asthmatic	   and	   nonasthmatic	  subjects,	  with	  an	  accuracy	  of	  80%.	  These	  authors,	  in	  another	  study	  using	  the	  NIOX	  MINO,	  proposed	  a	  cut-­‐off	  point	  of	  34	  ppb	  (29).	  In	   our	   population,	   the	   value	   of	   FeNO	  with	   best	   sensitivity	   and	   specificity	  was	  40	  ppb,	  with	  a	  good	  negative	  predictive	  value	  (86.6%),	  and	  an	  overall	  diagnostic	  accuracy	  of	  73%.	  This	   cut-­‐off	  point	   could,	   therefore,	  be	  used	  as	  part	  of	  the	  diagnostic	  strategy	  for	  asthma,	  especially	  to	  rule	  out	  an	  asthma	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diagnosis	   in	   patients	   with	   normal	   spirometric	   parameters	   and	   negative	  bronchodilator	   test.	  We	  propose	   including	  FeNO	  measurement	   in	  decision	  trees	   as	   a	   step	   prior	   to	   bronchial	   inhalation	   challenges,	   in	   order	   to	   avoid	  unnecessary	   provocation tests,	   which	   are	   time-­‐consuming	   and	   are	   not	  exempt	   from	   possible	   adverse	   effects.	   In	   addition,	   FeNO	   measurement	   is	  easy	  to	  perform	  for	  the	  patient,	  time-­‐saving	  for	  the	  staff,	  and	  safe	  for	  both.	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ABSTRACT	  
Background:	   Fractional	   exhaled	   nitric	   oxide	   (FeNO)	   is	   a	   marker	   of	  inflammation	  of	  the	  airways	  accompanying	  changes	  in	  the	  clinical	  condition	  of	  asthma.	  Allergen	  exposure	  has	  been	  associated	  with	  a	  delayed	  elevation	  of	   FeNO.	   The	   aim	   of	   this	   study	   was	   to	   assess	   airway	   inflammation	   with	  FeNO	   measurements	   during	   bronchial	   allergen	   challenge	   (BAC),	   and	   to	  determine	  the	  diagnostic	  performance	  of	  FeNO	  changes.	  
Methods:	   Thirty-­‐four	   patients	   with	   asthma	   and	   sensitization	   to	   inhalant	  allergens	   were	   studied.	   BAC	   with	   common	   or	   high-­‐molecular-­‐weight	  occupational	  aeroallergens	  was	  performed.	  FeNO	  was	  measured	  before	  and	  24	  h	  after	  BAC.	  Receiver	  operating	  characteristics	  curve	  was	  built	  to	  assess	  the	  sensitivity	  and	  specificity	  of	  increase	  in	  FeNO	  levels	  associated	  with	  BAC	  outcome.	  	  
Results:	  In	  21	  patients	  (61.76%)	  a	  positive	  asthmatic	  reaction	  (responders)	  was	  observed.	  A	  significant	  increase	  in	  postchallenge	  FeNO	  was	  observed	  in	  this	  group	  of	  patients	  compared	   to	   the	  group	  of	  nonresponders.	  A	  median	  increase	   (FeNO	   postchallenge–FeNO	   prechallenge)	   of	   14.0	   ppb	   was	  observed	   in	   the	   group	   of	   responders,	   whereas	   a	   -­‐1.0	   ppb	   change	   was	  attained	   in	   the	  nonresponder	   group	   (p<0.001).	   The	   cutoff	   point	   providing	  maximal	   sensitivity	   and	   specificity	   for	  %ΔFeNO	   after	   BAC	  was	   12%.	   This	  change	   in	  FeNO	  levels	  has	  a	  sensitivity	  of	  0.81	  and	  a	  specificity	  of	  0.92	  for	  predicting	  a	  positive	  outcome	  in	  the	  BAC.	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Conclusion:	   FeNO	   measurements	   can	   be	   used	   as	   a	   surrogate	   of	   airway	  inflammation	  accompanying	   the	  asthmatic	   reaction	   induced	  by	  BAC.	  FeNO	  measurements	   may	   be	   a	   useful	   and	   reliable	   tool	   in	   the	   monitoring	   and	  interpreting	  specific	  bronchial	  challenge	  test	  with	  allergens.	  	  
Keywords	   Exhaled	   nitric	   oxide;	   Bronchial	   allergen	   challenge;	   Asthma;	  Eosinophilic	  inflammation.	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INTRODUCTION	  
Changes	  in	  the	  level	  of	  fractional	  exhaled	  nitric	  oxide	  (FeNO)	  reflect	  changes	  in	   the	   inflammatory	   status	   of	   the	   airways	   [1–3].	   Increased	   levels	   of	   FeNO	  have	   been	   observed	   in	   patients	   with	   asthma,	   produced	   by	   the	   inducible	  nitric	   oxide	   synthase	   (iNOS)	   that	   is	   upregulated	   as	   a	   result	   of	   augmented	  production	  of	   inflammatory	  mediators	   in	  the	  asthmatic	  airways	  [4,	  5].	   It	   is	  thought	   that	   the	   increase	   in	   FeNO	   in	   asthma	   depends	   primarily	   on	   the	  activity	  of	  IL-­‐4/IL-­‐13,	  inducing	  iNOS	  expression	  in	  the	  bronchial	  epithelium	  via	   the	   STAT-­‐6	   pathway	   [6].	   FeNO	   has	   been	   found	   to	   correlate	   with	   the	  number	  of	  eosinophils	  and	  the	  level	  of	  eosinophilic	  cationic	  protein	  (ECP)	  in	  induced	   sputum	   [7–9],	   suggesting	   that	   FeNO	   reflects	   eosinophilic	  inflammation	   in	   asthma	   [10].	   However,	   more	   recently	   FeNO	   has	   been	  regarded	   as	   a	   signal	   of	   allergen-­‐triggered	   Th2-­‐driven	   inflammatory	  mechanisms	  within	  the	  bronchial	  mucosa	  [6].	  Although	   experimental	   allergen	   bronchial	   provocation	   challenge	   does	   not	  completely	  reproduce	  allergenic	  exposure	  [11],	  it	  is	  widely	  used	  in	  research	  on	  the	  pathogenesis	  of	  allergic	  airway	  diseases.	  Besides	  the	  early	  asthmatic	  response,	   allergen	   inhalation	   can	   induce	   a	   late-­‐phase	   response	  characterized	  by	  airway	   infiltration	  by	  activated	  eosinophils	   [12],	  which	   is	  associated	   with	   an	   increase	   in	   bronchial	   hyperresponsiveness	   that	  resembles	  that	  of	  clinical	  asthma	  [13].	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The	  assessment	  of	  FeNO	   levels	   is	   totally	  noninvasive,	   rapid,	   and	   relatively	  simple	  to	  perform	  compared	  to	  other	  techniques	  such	  as	  sputum	  induction	  and	   processing.	   After	   bronchial	   allergen	   challenges,	   elevated	   FeNO	   levels	  have	  been	   reported	   in	   subjects	  with	   late	   or	  dual	   asthmatic	   responses	   [14,	  15],	  but	  also	  in	  subjects	  with	  early	  asthmatic	  responses	  [16].	  However,	  the	  usefulness	  of	  FeNO	  measurements	   for	  predicting	  the	  outcome	  of	  bronchial	  allergen	  challenge	  (BAC)	  has	  not	  been	  previously	  evaluated.	  In	   this	   study	   we	   aimed	   to	   investigate	   the	   relationship	   between	   allergen	  exposure	  by	  means	  of	  BAC	  and	  airway	  inflammation,	  measured	  by	  changes	  in	   FeNO	   before	   and	   24	   h	   after	   the	   specific	   inhalation	   challenge.	   The	  diagnostic	   performance	   of	   this	   marker	   of	   airway	   inflammation	   was	  assessed.	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METHODS	  
Patients	  
Thirty-­‐four	   patients	   with	   asthma	   who	   were	   sensitized	   to	   common	  aeroallergens	   or	   high-­‐molecular-­‐weight	   occupational	   allergens	   were	  evaluated	  at	  the	  Allergy	  Department	  of	  University	  Hospital	  La	  Paz	  (Madrid,	  Spain)	  between	  June	  2009	  and	  June	  2010.	  The	  study	  was	  approved	  by	  the	  Ethics	   and	   Clinical	   Investigation	   Committee	   of	   the	   University	   Hospital	   La	  Paz.	  Written	   informed	  consent	  was	  obtained	   from	  all	  patients	  prior	   to	   the	  inclusion	   in	   the	   study.	   Suspicion	   of	   allergic	   asthma	  was	  based	  on	   asthma-­‐like	   symptoms,	   specific	   IgE	   measurements	   (by	   means	   of	   skin	   prick	   test	  and/or	   specific	   IgE	   measurements),	   and	   lung	   function	   tests.	   Asthma	  diagnosis	   was	   confirmed	   in	   all	   subjects	   according	   to	   established	   criteria	  [17].	  
Skin	  Prick	  Tests	  
Skin	   tests	  were	   performed	   on	   every	   patient	   using	   the	   prick	  method	   [18].	  Common	  environmental	  allergens,	   including	  house	  dust	  mites,	  grass,	  weed	  and	   tree	   pollen,	   molds	   (Alternaria,	   Cladosporium,	   and	   Penicillium),	   and	  animal	   dander	   (cat	   and	   dog)	   (ALK-­‐Abelló,	   Madrid,	   Spain)	   were	   tested,	   as	  well	  as	  histamine	  (10	  mg/ml)	  and	  physiologic	  saline	  solution	  (0.9%).	  High-­‐molecular-­‐weight	  allergens	  involved	  in	  occupational	  asthma	  cases	  were	  also	  tested	   (in-­‐house	   extracts	   at	   10%	   wt/vol).	   Atopy	   was	   defined	   as	   the	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presence	  of	  at	   least	  one	  skin	  prick	  test	   to	  common	  allergens,	  with	  a	  wheal	  diameter	  of	  3	  mm	  or	  greater	  than	  the	  negative	  control	  [18].	  
Spirometry	  Spirometry	   was	   performed	   using	   a	   Flow	   Screen	   spirometer	   (Vyasis	  Healthcare	   GmbH,	   Hoechberg,	   Germany)	   according	   to	   American	   Thoracic	  Society	   criteria	   [19].	   The	   spirometer	   was	   calibrated	   daily	   with	   a	   3-­‐L	  precision	   syringe	   (Vitalograph	   Ltd,	   Buckingham,	   UK).	   Forced	   expiratory	  volume	  in	  1	  second	  (FEV1),	  forced	  vital	  capacity	  (FVC),	  and	  FEV1/FVC	  were	  measured	  in	  the	  morning.	  Reference	  values	  were	  those	  published	  by	  Roca	  et	  al.	   [20].	   All	   patients	   underwent	   a	   bronchodilator	   test	   by	   inhaling	   200	   µg	  salbutamol.	  	  
FeNO	  Measurement	  FeNO	   was	   measured	   by	   electrochemical	   reaction	   using	   a	   portable	   nitric	  oxide	   analyzer	   (NioxMino™,	   Aerocrine,	   Solna,	   Sweden),	   which	   provides	  measurements	   at	   an	   exhalation	   flow	   rate	   of	   50	  ml/s	   [21].	   Baseline	   FeNO	  (FeNOpre)	  was	  obtained	   just	   before	   the	   first	   spirometric	  maneuver	  of	   the	  allergen	   inhalation	  challenge.	  FeNO	   levels	  were	  measured	  again	  24	  h	  after	  the	   allergen	   challenge	   (FeNOpost),	   prior	   to	   the	   spirometry.	   Increase	   in	  FeNO	   (ΔFeNO)	   levels	   was	   obtained	   by	   the	   subtraction	   of	   FeNOpost	   from	  FeNOpre.	  Percent	   increase	  of	  FeNO	  was	  obtained	   from	   the	   level	  of	  ΔFeNO	  divided	  by	  FeNOpre.	  
DIAGNÓSTICO	  DEL	  ASMA	   127	  	  
Bronchial	  Allergen	  Challenge	  
Bronchial	   allergen	   challenges	   were	   performed	   in	   the	   pulmonary	   function	  laboratory	   at	   the	   hospital	   setting.	   The	   absence	   of	   contraindications	   and	  medication	   withdrawal	   requirements	   for	   BAC	   as	   stated	   elsewhere	   were	  ensured	  [22].	  BAC	  was	  carried	  out	  with	  the	  suspected	  allergen	  according	  to	  the	  clinical	  history	  and	  results	  of	  allergy	  tests.	  Baseline	  spirometric	  measurements	  were	  performed	  prior	  to	  the	  challenge.	  The	   test	   was	   performed	   using	   an	   electronic	   dosimeter	   (Spire	   Elektro,	  Respiratory	  Care	  Center,	  Hameelinna,	  Finland)	  with	  an	  output	  of	  0.45	  µl	  and	  a	  nebulization	  time	  of	  0.6	  s	  as	  previously	  described	  [23].	  The	  patient	  inhaled	  the	   aerosolized	   allergen	   using	   a	   five-­‐breath	   dosimeter	   protocol	   in	  progressive	   concentrations	   [24].	   A	   control	   challenge	   with	   isotonic	   saline	  solution	   was	   carried	   out	   before	   antigen	   provocation.	   Increasing	  concentrations	   of	   allergen	   were	   given	   by	   inhalation	   starting	   with	   a	  concentration	  that	  induced	  a	  2-­‐mm	  wheal	  on	  skin	  prick	  test.	  The	  dose	  was	  increased	   in	   five-­‐fold	   increments	   at	   intervals	   of	   10	   min	   and	   FEV1	   was	  measured	  at	  5–10	  min	  after	  inhalation	  of	  each	  concentration.	  The	  inhalation	  challenge	  test	  was	  discontinued	  when	  there	  was	  a	  fall	  in	  FEV1	  of	  ≥20%	  from	  the	   lowest	   postsaline	   value	   or	   when	   the	   highest	   concentration	   had	   been	  given.	  At	  the	  end	  of	  the	  inhalation	  test,	  spirometry	  was	  performed	  at	  20,	  30,	  40,	  60,	  and	  120	  min	  after	  challenge.	  From	  that	  moment,	  PEF	  measurements	  were	  performed	  hourly	  with	  a	  portable	  peak	   flow	  meter	   (up	   to	  24	  h	  after	  challenge,	   except	   for	   sleep	   time).	   A	   fall	   in	   FEV1	   of	   ≥20%	   from	   the	   lowest	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post-­‐saline	  value	  within	  60	  min	  of	  challenge	  was	  considered	  a	  positive	  early	  asthmatic	   response,	   and	   a	   similar	   fall	   in	   PEF	   between	   2	   and	   24	   h	   after	  challenge	   was	   considered	   a	   late	   asthmatic	   response	   if	   no	   change	   was	  observed	  during	  the	  control	  day.	  Patients	  were	  monitored	  in	  the	  laboratory	  for	   at	   least	  3	  h	   after	   the	   challenge.	  Written	   instructions	  were	   given	   to	   the	  patients	  to	  treat	  a	  late	  asthmatic	  response.	  
Statistical	  Analysis	  Results	   are	   expressed	   as	  mean	  ±	   standard	  deviation,	   except	   for	  FeNO	  and	  IgE	   levels	  which	  are	  expressed	  as	  median	  and	   interquartile	  range	  (IQR)	  as	  they	   did	   not	   follow	   a	   normal	   distribution.	   Comparisons	   between	   groups	  were	  performed	  with	  Student’s	  t	  test	  for	  normally	  distributed	  variables	  and	  with	  the	  Mann–Whitney	  U	  test	   for	  non-­‐normally	  distributed	  variables.	  The	  Kruskal–Wallis	   test	   was	   used	   to	   compare	   differences	   between	   various	  groups.	  The	  association	  between	  changes	  in	  FeNO	  levels	  pre-­‐	  and	  post-­‐	  BAC	  and	   the	   outcome	   of	   the	   challenge	   was	   assessed	   using	   receiver	   operating	  characteristics	   (ROC)	   curves.	   Significance	   was	   set	   at	  α	   =	   0.05.	   Data	   were	  analyzed	  with	  SPSS	  v11.0	  software	  (SPSS,	  Inc.,	  Chicago,	  IL).	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RESULTS	  
Thirty-­‐four	  adult	  patients	  were	  investigated.	  Twenty-­‐one	  subjects	  showed	  a	  positive	   BAC	   and	   13	   showed	   a	   negative	   inhalation	   challenge.	   The	   clinical	  characteristics	  of	  the	  patients	  are	  presented	  in	  Table	  1.	  	  At	  baseline,	  no	  differences	  in	  FeNO	  levels	  were	  observed	  between	  subjects	  with	   a	   positive	   BAC	   and	   those	   who	   had	   a	   negative	   challenge	   test	   result.	  Similar	   results	  were	   obtained	  when	   current	   smokers	  were	   excluded	   from	  the	   analysis	   (Table	   1).	   There	   was	   an	   increase	   in	   FeNO	   levels	   24	   h	   after	  exposure	   (mean=	  +14	  ppb)	   in	  patients	  who	  had	  a	  positive	  BAC	  but	  not	   in	  those	  with	  a	  negative	  BAC;	  they	  actually	  showed	  a	  decrease	  (mean	  =	  -­‐1	  ppb)	  as	  shown	  in	  Table	  2.	  This	  difference	  was	  statistically	  significant	  (P<0.001).	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Table	  1.	  Characteristics	  of	  the	  study	  patients	  
Characteristics	   Positive	  BAC	  
(N=21)	  
Negative	  BAC	  
(N=13)	  Age	  (yr.)	   34.24±10	   32.08±7.09	  Body	  mass	  index	  (kg/m2)	   24.67±3.54	   24.37±4.04	  Smoking	  habit	  (cs/ns/exs)	   6/10/5	   0/11/2	  Total	  IgE	  (kU/L)	  (median,	  IQR)	   354.5	  	  (164.5-­‐863.8)	   180.0	  	  (68.3-­‐237.0)	  Current	  ICS	  treatment	   4	  (19%)	   0	  BAC	  agent	  
- Mites	  
- Animal	  dander	  
- Latex	  
- Cereal	  flour	  
- Others	  
	  1	  15	  0	  3	  2	  
	  2	  7	  2	  1	  1	  FEV1	  (L)	   3.46±1.02	   3.20±0.71	  FEV1	  (%	  predicted)	   99.26±13.38	   98.89±18.92	  FVC	  (L)	   4.62±1.47	   4.04±0.91	  FVC	  (%	  predicted)	   111.06±15.31	   106.14±16.75	  FEV1/FVC	   75.56±6.29	   79.55±6.98	  Type	  of	  asthmatic	  reaction	  (E/L/D)	   7/3/11	   -­‐	  Baseline	  FeNO	  (ppb)	  median	  (IQR)	   68.0	  (45.0-­‐80.5)	   46.0	  (28.0-­‐76.0)	  Baseline	   FeNO	   (ppb)	   median	   (IQR),	  smokers	  excluded	   56.5	  (47.5-­‐73.5)	   46.0	  (28.0-­‐76.0)	  Data	   given	   as	   mean±SD	   unless	   otherwise	   stated.	   cs:	   current	   smoker;	   ns:	  non-­‐smoker;	   exs:	   exsmoker;	   IQR:	   interquartile	   range;	   ICS:	   inhaled	  corticosteroids.	  E:	  early;	  L:	  late;	  D:	  dual.	  	  	  
	   	  
DIAGNÓSTICO	  DEL	  ASMA	   131	  	  
Table	   2.	   FeNO	   measurements	   at	   baseline,	   24	   hours	   after	   BAC	   and	  incremental	  FeNO	  	   Positive	  BAC	  (n=21)	   Negative	  BAC	  (n=13)	  
	   Baseline	   24	  h	  post-­‐BAC	   Baseline	   24	  h	  post-­‐BAC	  FeNO	  (ppb)	   68.0	  (45.0	  -­‐	  80.5)	   85.0	  (67.5	  -­‐	  108.0)	   46.0	  (28.0	  -­‐	  76.0)	   39.0	  (24.5	  -­‐	  70.5)	  
ΔFeNO	  (ppb)	   14.0	  (7.0	  -­‐	  37.0)*	   -­‐1.0	  (-­‐8.0	  -­‐	  5.0)*	  Data	  are	  expressed	  as	  median	  and	  interquartile	  range.	  *p<0.001	  	  In	   subjects	   with	   a	   positive	   BAC,	   the	   changes	   in	   FeNO	   levels	   during	   the	  challenge	  were	  not	  significantly	  different	  (P	  =	  0.83)	  according	  to	  the	  type	  of	  asthmatic	   response	   they	   showed	   (Table	   3).	   Similar	   levels	   of	   FeNO	   were	  found	  in	  subjects	  treated	  with	  inhaled	  corticosteroids	  (median	  =	  76.5	  ppb;	  IQR	  =	  59–89.5)	  compared	  with	  steroid-­‐naïve	  subjects	  (median	  =	  58.5	  ppb;	  IQR	  =	  35	  -­‐	  72)	  (P	  =	  0.59).	  	  
Table	  3.	  FeNO	  measurements	  according	  to	  the	  type	  of	  asthmatic	  reaction	  	   Early	  reaction	  (n=7)	   Late/Dual	  reaction	  (n=14)	  	   Baseline	   24	  h	  post	  BAC	   Baseline	   24	  h	  post	  BAC	  FeNO	  (ppb)	   68.0	  (45.0-­‐93.5)	   79.0	  (76.5-­‐120.5)	   68.0	  (51.3-­‐72.0)	   85.5	  (66.8-­‐105.0)	  
ΔFeNO	  (ppb)	   26	  (5.5-­‐50.0)*	   14.0	  (12.3-­‐33.5)*	  Data	  are	  expressed	  as	  median	  and	  interquartile	  range.	  	  *p=0.25	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We	   investigated	   whether	   baseline	   FeNO	   levels	   influenced	   the	   increase	   in	  postchallenge	   FeNO.	   We	   considered	   normal	   FeNO	   values	   those	   <40	   ppb	  [25],	  and	  thus	  we	  compared	  the	  increase	  in	  FeNO	  in	  subjects	  with	  a	  positive	  versus	  a	  negative	  BAC	  outcome,	   subdividing	   them	   into	  prechallenge	  FeNO	  lower	   or	   higher	   than	   40	   ppb.	   Changes	   in	   incremental	   FeNO	   were	  statistically	   significant	   in	  both	   the	  normal	   (<40	  ppb)	  baseline	  FeNO	  group	  (P	  =	  0.019)	  and	  the	  high	  (≥40	  ppb)	  baseline	  FeNO	  group	  (P	  =	  0.002).	  This	  points	  out	  that	  the	   increase	   in	  FeNO	  after	  BAC	  depends	  on	  the	  outcome	  of	  the	   challenge	   rather	   than	   on	   the	   baseline	   FeNO	   levels	   (Fig.	   1),	  which	  was	  confirmed	  by	  multivariate	  analysis	  (P<0.001).	  	  
	  
Figure	  1.	  Increase	  in	  FeNO	  levels	  depends	  on	  BAC	  outcome	  rather	  than	  on	  basal	  FeNO	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A	  ROC	  curve	  was	  built	  to	  assess	  the	  sensitivity	  and	  specificity	  of	  the	  increase	  in	   FeNO	   levels	   associated	   with	   BAC	   outcome.	   The	   area	   under	   the	   curve	  (AUC)	  was	  0.903	  for	  absolute	  ΔFeNO	  (95%	  CI	  =	  0.805–1.001;	  P<0.001)	  and	  0.886	   for	   percent	  ΔFeNO	   (95%	  CI	   =	   0.773–1.00;	   P<0.001).	   A	   cut-­‐off	   point	  providing	  maximal	  sensitivity	  and	  specificity	  was	  identified	  for	  %ΔFeNO	  of	  12%.	  This	  change	  in	  FeNO	  levels	  has	  a	  sensitivity	  of	  0.81	  and	  a	  specificity	  of	  0.92	   for	   predicting	   a	   positive	   outcome	   in	   the	   BAC.	   The	   diagnostic	  performance	  of	  a	  12%	  increase	  in	  FeNO	  after	  BAC	  is	  shown	  in	  Table	  4.	  The	  same	   was	   calculated	   for	   absolute	   ΔFeNO,	   which	   was	   set	   at	   8	   ppb	   and	  showed	  slightly	  lower	  sensitivity	  (0.76)	  but	  the	  same	  specificity.	  
	  
	  
Table	  4.	  Diagnostic	  performance	  of	  an	  increase	  in	  FeNO	  ≥12%	  after	  bronchial	  allergen	  challenge	  	   ΔFeNO	  ≥12%	  Sensitivity	   80.95%	  Specificity	   92.31%	  PPV	   94.44%	  NPV	   75.00%	  Diagnostic	  accuracy	   85.29%	  Positive	  likelihood	  ratio	   10.52	  Negative	  likelihood	  ratio	   0.21	  PPV:	  Positive	  predictive	  value;	  NPV:	  Negative	  predictive	  value.	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DISCUSSION	  
This	   study	   shows	   that	   FeNO	   levels	   are	   increased	   24	   h	   after	   allergen	  exposure	   in	   subjects	   with	   a	   positive	   BAC.	   This	   observation	   is	   consistent	  with	   previous	   studies	   that	   used	   common	   [14–16,	   26]	   and	   occupational	  allergens	   [27,	   28].	   The	   increase	   in	   FeNO	   levels	   may	   be	   due	   to	   iNOS	  activation	  by	  IL-­‐1	  and	  TNF-­‐α	   [29],	  which	  are	  abundant	   in	  bronchoalveolar	  lavage	   at	   the	   time	   of	   the	   asthmatic	   response	   [30,	   31].	   There	   were	   no	  differences	   in	  FeNO	  levels	   in	  steroid-­‐treated	  versus	  steroid-­‐naÏve	  subjects;	  this	  may	  be	  because	  use	  of	   inhaled	  corticosteroids	  was	  stopped	  72	  h	  prior	  to	  the	  challenge,	  which	  is	  sufficient	  to	  avoid	  the	  suppression	  of	  FeNO	  levels	  [32].	  The	   kinetics	   of	   changes	   in	   FeNO	   after	   BAC	   has	   been	   assessed	   at	   different	  time	  points	  in	  several	  studies.	  In	  patients	  with	  positive	  asthmatic	  responses,	  FeNO	  was	  elevated	  starting	  from	  the	  eighth	  hour	  postchallenge	  onward,	  and	  it	  was	   still	   elevated	   48	   [33]	   and	  72	   h	   after	   the	  BAC	   [16].	   In	   patients	  with	  dual	  asthmatic	  responses,	  the	  maximal	  FeNO	  increase	  has	  been	  reported	  to	  be	   10	   h	   after	   challenge	   [14,	   15].	   Measurement	   of	   FeNO	   in	   occupational	  studies	  was	  obtained	  20–24	  h	  after	  challenge	  [7,	  27,	  34–37].	  A	  study	  carried	  out	   in	   farmers,	   bakers,	   and	   healthcare	   workers	   showed	   increased	   FeNO	  levels	  24	  h	  after	  BAC,	  along	  with	  a	  rise	   in	   the	  proportion	  of	  eosinophils	   in	  induced	   sputum	   in	   subjects	   with	   occupational	   asthma.	   A	   significant	  correlation	  was	   found	   between	   the	   FeNO	   level	   at	   24	   h	   after	   BAC	   and	   the	  percentage	  of	  eosinophils	  in	  sputum	  before	  and	  24	  h	  after	  BAC	  [27].	  These	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data	  suggest	  that	  24	  h	  after	  BAC	  is	  an	  adequate	  time	  point	  to	  measure	  FeNO.	  Changes	  observed	  in	  FeNO	  after	  exposure	  to	  occupational	  agents	  have	  been	  reported	   to	   depend	   on	   the	   baseline	   levels	   of	   FeNO	   [36].	   Nevertheless,	   in	  contrast	   with	   the	   results	   reported	   by	   Piipari	   et	   al.	   [36],	   no	   differences	   in	  baseline	  FeNO	   levels	  between	   the	  group	  with	  positive	   and	   the	  group	  with	  negative	  BAC	  were	  found	  in	  our	  study.	  Unlike	   previous	   studies	   [14,	   15],	   we	   did	   not	   find	   any	   difference	   in	   the	  increase	   in	   FeNO	   levels	  when	   considering	   the	   type	   of	   asthmatic	   response	  (early	   vs.	   late/dual).	   However,	   our	   results	   are	   in	   line	  with	   those	   of	   other	  studies	   showing	   that	   the	   increase	   in	   eosinophils	   in	   sputum	   is	   similar	   in	  subjects	  with	  isolated	  early	  or	  dual	  asthmatic	  responses	  [38,	  39].	  Using	   the	   ROC	   curve,	   an	   increment	   in	   FeNO	   levels	   of	   12%	   achieved	   good	  discriminating	  sensitivity	  and	  specificity,	   suggesting	   that	  measurements	  of	  FeNO	  before	   and	   24	   h	   after	   BAC	  may	   be	   helpful	   as	   a	   diagnostic	   test.	   This	  increase	   achieved	   good	   positive	   and	   negative	   predictive	   values	   and	   may	  help	   in	   the	   interpretation	   of	   BAC	   in	   some	   cases.	   Similarly,	   Lemie`re	   et	   al.	  [38]	   investigated	   which	   changes	   in	   sputum	   eosinophil	   numbers	   and	  bronchial	   responsiveness	   to	  methacholine	  should	  be	  regarded	  as	  clinically	  significant	   for	   predicting	   a	   20%	   fall	   in	   FEV1	   after	   specific	   inhalation	  challenge,	  but	  they	  did	  not	  measure	  FeNO	  levels	  in	  their	  study.	  From	   a	   pathophysiological	   point	   of	   view,	   it	   is	   worth	   underscoring	   the	  significant	   changes	   observed	   in	   FeNO	   levels	   after	   BAC	   and	   the	   good	  diagnostic	   performance	   of	   a	   12%	   increase	   in	   postchallenge	   FeNO,	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supporting	   the	   concept	   that	   FeNO	   is	   a	   signal	   of	   allergen-­‐triggered	   Th2-­‐driven	  inflammatory	  mechanisms	  within	  the	  bronchial	  tree	  [6].	  In	   conclusion	   this	   study	  highlights	   the	   importance	  of	  FeNO	  measurements	  as	  a	  useful	  and	  reliable	  tool	  in	  the	  monitoring	  and	  interpretation	  of	  specific	  bronchial	  challenge	  tests	  with	  allergens.	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DISCUSIÓN	  GENERAL	  El	   asma	   es	   una	   enfermedad	   con	   una	   fisiopatología	   compleja	   en	   la	   que	  intervienen	   varios	   factores.	   Uno	   de	   los	   hechos	   que	   caracteriza	   esta	  enfermedad	   es	   la	   hiperrespuesta	   bronquial	   (HRB),	   definida	   como	   el	  estrechamiento	   de	   la	   vía	   aérea,	   que	   se	   acompaña	   de	   síntomas	   como	  dificultad	   respiratoria,	   sibilantes	  o	   tos.	   Los	  hechos	  que	   subyacen	  a	   la	  HRB	  son	  fundamentalmente	  las	  inflamación	  bronquial	  y	  la	  remodelación	  de	  la	  vía	  aérea.	   Desde	   hace	   años	   se	   han	   utilizado	   diferentes	   estímulos	   para	  evidenciar	   la	   HRB	   mediante	   la	   provocación	   bronquial.	   Los	   estímulos	  directos	   producen	   broncoconstricción	   estimulando	   directamente	   la	  contracción	   del	   músculo	   liso	   de	   la	   vía	   aérea	   (88).	   Por	   el	   contrario,	   los	  estímulos	   indirectos	   actúan	   liberando	   mediadores	   de	   células	  intermediarias,	   como	   células	   inflamatorias,	   epiteliales	   o	   nervios	   (86,132).	  	  La	   adenosina	   (AMP)	   inhalada	   actúa	   a	   través	  de	   los	   receptores	  A2b	   y	   como	  resultado	  produce	  broncoconstricción	  por	  degranulación	  de	  mastocitos	  que	  liberan	  histamina	  y	  otras	  citoquinas	  (118).	  En	   la	   actualidad	   el	   diagnóstico	   de	   asma	   en	   la	   clínica	   habitual	   se	   basa	  fundamentalmente	   síntomas	   compatibles	   junto	   con	   la	   evidencia	   de	   HRB,	  que	   habitualmente	   se	   determina	   mediante	   test	   de	   broncodilatacion	   o	  provocación	   bronquial	   inespecífica	   con	   agentes	   directos	   (metacolina),	   que	  valoran	  sólo	  uno	  de	  los	  componentes	  de	  la	  HRB.	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Si	   bien,	   tan	   importante	   como	   la	   remodelación	  bronquial	   es	   la	   inflamación,	  que	   habitualmente	   se	   encuentra	   presente	   antes	   de	   que	   se	   produzcan	   los	  cambios	   estructurales	   bronquiales.	   En	   el	   asma	   existen	   varios	   tipos	   de	  inflamación:	   inflamación	   eosinofílica,	   inflamación	   neutrofílica	   y	   un	   tipo	  mixto	  con	  bajo	  recuento	  de	  células	  polimorfonucleares	  (paucigranulocítico).	  El	   fenotipo	   más	   habitual	   es	   la	   inflamación	   eosinofílica,	   especialmente	   en	  pacientes	   atendidos	   en	   consultas	   de	   alergología.	   Actualmente	   disponemos	  de	  diferentes	  abordajes	  para	  valorar	   la	   inflamación	  bronquial	   como	  son	  el	  recuento	   celular	   diferencial	   en	   esputo	   inducido,	   las	   provocaciones	  bronquiales	  inespecíficas	  con	  agentes	  indirectos	  (p.ej.	  adenosina,	  manitol)	  o	  la	  medición	  de	  FeNO.	  Estas	  dos	  últimas	  son	  técnicas	  mucho	  más	  asequibles	  para	   la	   práctica	   diaria	   habitual,	   puesto	   que	   consumen	   menos	   tiempo	   y	  recursos	  y	  se	  ha	  demostrado	  que	  los	  resultados	  de	  ambas	  se	  correlacionan	  con	  el	  número	  de	  eosinófilos	  en	  esputo,	  por	  lo	  que	  son	  buenos	  marcadores	  indirectos	  de	  la	  inflamación	  eosinofílica	  (109,234).	  En	   el	   primer	   capítulo	  de	   esta	   tesis,	   se	   valora	   la	  utilidad	  de	   la	  provocación	  bronquial	   inespecífica	   con	   AMP	   en	   el	   diagnóstico	   de	   asma,	   usando	   como	  estándar	   de	   referencia	   la	   presencia	   de	   síntomas	   compatibles	   y	   un	   test	   de	  metacolina	  positivo.	  	  En	   este	   trabajo	   se	   pone	   de	   manifiesto	   la	   utilidad	   de	   la	   provocación	  bronquial	   con	   AMP	   en	   el	   diagnóstico	   de	   asma.	   Se	   calculó	   el	   rendimiento	  diagnóstico	   de	   la	   prueba	   obteniendo	   una	   sensibilidad	   del	   100%,	  especificidad	  del	  90%	  y	  un	  elevado	  valor	  predictivo	  tanto	  positivo	  (88,9%)	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como	  negativo	   (100%).	   Se	   trata,	   por	   tanto,	   de	  una	  prueba	   excelente	   tanto	  para	   descartar	   como	   para	   confirmar	   el	   diagnóstico	   de	   asma.	   Además,	   se	  obtuvo	  una	  correlación	  muy	  elevada	  entre	  los	  resultados	  de	  uno	  y	  otro	  test	  (índice	   Kappa=0,889;	   p<0,05),	   siendo	   el	   resultado	   de	   ambas	   pruebas	  (positivo	   vs.	   negativo)	   superponible	   en	   un	   94,4%	   de	   los	   casos.	   La	  provocación	   bronquial	   inespecífica	   con	   AMP	   es	   por	   tanto	   un	   test	  diagnóstico	  excelente	  ya	  que	  permite	  el	  diagnóstico	  o	  la	  exclusión	  de	  asma	  con	   una	   gran	   precisión	   y	   además	   nos	   aporta	   información	   acerca	   de	   la	  inflamación	  bronquial	  subyacente,	  hecho	  que	  no	  puede	  ser	  menospreciado	  en	   la	   valoración	   del	   paciente	   asmático.	   No	   obstante,	   la	   hiperrespuesta	   a	  diferentes	  agentes	  broncoconstrictores	  no	  se	  detecta	  invariablemente	  en	  los	  mismos	   pacientes	   ni	   tampoco	   identifica	   las	  mismas	   alteraciones	   en	   la	   vía	  aérea	   (235).	   En	   nuestro	   trabajo,	   tres	   pacientes	   en	   los	   que	   el	   test	   de	  metacolina	   fue	  negativo,	   tuvieron	  un	  resultado	  positivo	  en	  el	   test	  de	  AMP.	  En	   uno	   de	   los	   casos,	   la	   PC20	  con	   AMP	   fue	   elevada	   (PC20=236,47	   mg/mL),	  siendo	  el	  test	  positivo	  con	  la	  última	  concentración	  de	  adenosina.	  Puede	  que	  la	   discordancia	   entre	   ambos	   resultados,	   se	   deba	   a	   un	   punto	   de	   corte	  demasiado	  alto	  para	  considerar	  la	  prueba	  positiva.	  Se	  ha	  demostrado	  que	  el	  AMP	   es	   un	   agente	   broncoconstrictor	   menos	   potente	   que	   la	   metacolina.	  Trabajos	  previos	  han	  puesto	  de	  manifiesto	  que	  en	  el	  asma	  el	  AMP	  es	  entre	  4-­‐12	  veces	  menos	  potente	  que	  la	  metacolina	  (236,237)	  y	  20-­‐25	  veces	  menos	  potente	  en	  pacientes	  con	  rinitis	  alérgica	  (238,239).	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Los	  otros	  dos	  pacientes	  en	  los	  que	  el	  resultado	  fue	  discordante	  tenían	  unos	  valores	  de	  PC20	  en	  un	   intervalo	   intermedio.	  Una	  posible	   explicación	   a	   este	  hecho	   es	   que	   ambas	   pruebas,	   adenosina	   y	   metacolina,	   no	   reflejan	   los	  mismos	  hechos	  fisiopatológicos	  subyacentes	  y	  estos	  pacientes	  en	  los	  que	  el	  AMP	  fue	  positivo	  puedan	  tener	  una	  inflamación	  bronquial	  en	  el	  momento	  de	  la	   realización	   de	   la	   prueba	   y	   no	   tengan,	   sin	   embargo,	   los	   cambios	   de	  remodelación	   que	   conducen	   a	   la	   obstrucción	   que	   revela	   la	   reactividad	  frente	  a	  metacolina	   (235,237,240).	  En	  este	   sentido,	   se	  ha	  evidenciado	  una	  correlación	  entre	  la	  respuesta	  a	  AMP	  y	  el	  recuento	  de	  eosinófilos	  en	  esputo	  inducido	   en	   pacientes	   con	   rinitis	   alérgica,	   que	   no	   se	   encontró	   con	  metacolina	   (238).	   Además	   se	   ha	   visto	   que	   la	   respuesta	   a	   AMP	   es	   más	  sensible	  que	  la	  metacolina	  para	  detectar	  variaciones	  en	  la	  carga	  alergénica	  (144,145,241),	   por	   lo	   que	   puede	   que	   en	   estos	   pacientes	   con	   resultado	  discordante,	  hubiese	  una	  exposición	  alergénica	  reciente	  o	  persistente.	  Esto	  puede	  estar	  apoyado	  por	  el	  hecho	  de	  que	   los	  pacientes	  con	  una	  prueba	  de	  HRB	  positiva	  mostraron	  una	  mayor	  frecuencia	  de	  sensibilización	  a	  epitelios	  frente	  a	  los	  que	  tuvieron	  la	  prueba	  negativa,	  siendo	  los	  epitelios	  de	  animales	  el	  único	  alérgeno	  perenne	  que	  tiene	  relevancia	  clínica	  en	  nuestro	  medio	  ya	  que	   por	   condiciones	   climatológicas	   ni	   ácaros	   ni	   hongos	   son	   clinicamente	  relevantes	  en	  la	  región.	  Otra	   posible	   expolicación	   a	   la	   discordancia	   entre	   los	   resultados	   de	   la	   PBI	  con	  AMP	   y	   con	  metacolina	   es	   que	   el	   AMP	   origina	   una	   respuesta	   en	   la	   vía	  aérea	  más	  periférica	  que	  la	  metacolina.	  Los	  receptores	  para	  ambos	  agentes	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no	  están	  distribuidos	  de	  forma	  uniforme	  a	  lo	  largo	  de	  la	  vía	  aérea	  y,	  por	  lo	  tanto,	   se	   puede	   esperar	   que	   la	   localización	   de	   la	   broncoconstricción	  inducida	   por	   cada	   uno	   de	   ellos	   sea	   diferente.	   Estudios	   con	   mapeo	  autorradiográfico	   han	   mostrado	   que	   los	   receptores	   muscarínicos	   de	  metacolina	  se	  localizan	  en	  el	  músculo	  liso	  de	  toda	  la	  vía	  aérea	  pero	  con	  una	  mayor	  densidad	  en	  la	  vía	  aérea	  de	  mayor	  calibre	  (242,243).	  Por	  el	  contrario,	  la	  densidad	  de	  mastocitos	  a	  través	  de	  los	  cuales	  el	  AMP	  actúa	  para	  producir	  broncoconstricción,	   es	   mucho	   mayor	   en	   la	   vía	   aérea	   distal	   que	   en	   la	  proximal	   (244).	   En	   2011	   Michils	   et	   al.	   (245)	   pusieron	   de	   manifiesto	   con	  estudios	  de	  difusión	  de	  ventilación	  de	  diferentes	  gases,	  que	  el	  AMP	  induce	  una	   respuesta	   en	   la	   vía	   bronquial	   periférica	   que	   alcanza	   los	   bronquiolos	  terminales,	   mientras	   que	   la	   metacolina	   lo	   hace	   en	   una	   vía	   más	   proximal.	  Este	   hecho	   podría	   explicar	   las	   discrepancias	   en	   los	   resultados	   de	   ambas	  provocaciones	   en	   algunos	   pacientes	   y	   reflejar	   que	   los	   pacientes	   con	  respuesta	   a	   AMP	   pero	   no	   a	   metacolina	   tienen	   afectación	   de	   la	   vía	   aérea	  pequeña	  pero	  no	  de	  la	  vía	  más	  proximal.	  En	  un	  trabajo	  posterior	  al	  nuestro,	  Manso	  et	  al.	  (246)	  obtuvieron	  resultados	  algo	  diferentes.	  En	  este	  caso	  evaluaron	  79	  pacientes	  con	  sospecha	  de	  asma	  y	  obtuvieron	  un	  porcentaje	  de	  acuerdo	  en	  el	   resultado	  de	  ambas	  prubas	  del	  45,45%	  (índice	  Kappa:	  0,369).	  En	  su	  protocolo	  consideraron	  la	  PC15	  frente	  a	  AMP,	  en	  lugar	  de	  la	  PC20	  y	  practicaron	  la	  provocación	  mediante	  respiración	  a	   volumen	   corriente	   en	   lugar	   de	   con	   dosímetro.	   Estas	   diferencias	   en	   los	  métodos	  podrían	  explicar	  los	  diferentes	  resultados.	  En	  este	  trabajo	  además	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analizaron	   los	   niveles	   de	   FeNO	   y	   de	   eosinófilos	   en	   esputo	   inducido,	  obteniendo	   mejor	   correlación	   de	   ambos	   parámetros	   en	   el	   grupo	   de	  pacientes	   con	   resultado	  positivo	   en	   la	  PBI	   con	  AMP	   	   que	   los	  que	   tuvieron	  positiva	  la	  	  PBI	  con	  metacolina.	  	  Sin	  embargo,	  en	  una	  investigación	  con	  120	  niños	  con	  sospecha	  de	  asma	  se	  objetivó	   una	   concordancia	   entre	   los	   resultados	   de	   la	   PBI	   con	   AMP	   y	   con	  metacolina	  del	  86,7%	  (247).	  Estos	  autores	  relacionaron	  la	  PC20-­‐AMP	  con	  la	  presencia	   de	   atopia,	   y	   al	   grado	   de	   ésta.	   La	   PC20-­‐AMP	   fue	   menor	   en	   los	  pacientes	   atópicos	   que	   en	   los	   no	   atópicos,	   y	   cuando	   clasificaron	   los	  pacientes	   de	   acuerdo	   con	   los	   valores	   de	   IgE	   total	   y	   con	   el	   número	   de	  pruebas	  cutáneas	  positivas	  vieron	  que	  estaban	   inversamente	  relacionadas,	  estableciendo	  que	  la	  HRB	  a	  AMP	  está	  correlacionada	  con	  el	  grado	  de	  atopia.	  Sin	  embargo	  esta	  correlación	  no	  se	  apreció	  con	   la	  PC20	  frente	  a	  metacolina	  (247,248).	  	  Como	  se	  ha	   comentado	  previamente,	   la	   respuesta	  bronquial	   a	  AMP	  refleja	  una	  inflamación	  activa	  de	  la	  vía	  aérea,	  especialmente	  eosinofílica,	  mientras	  que	   los	   agonistas	   directos	   como	   la	   histamina	   o	   metacolina,	   investigan	  alteraciones	   estructurales	   y	   persistentes	   que	   inducen	   los	   procesos	  inflamatorios	   mantenidos.	   En	   algunos	   artículos	   previos	   (249)	   se	   ha	   visto	  que	   hasta	   un	   7,7%	   de	   los	   pacientes	   a	   los	   que	   se	   les	   había	   excluído	   el	  diagnóstico	  de	  asma	  mediante	   test	  de	  metacolina,	   requirieron	   tratamiento	  debido	   a	   síntomas	   respiratorios	   sugestivos	   de	   asma	   en	   los	   seis	   meses	  posteriores	  sugiriendo	  que	  una	   falta	  de	  HRB	  frente	  a	  metacolina	  puede	  no	  
DIAGNÓSTICO	  DEL	  ASMA	   151	  	  
ser	  definitiva	  para	   excluir	   el	   diagnóstico.	  En	   la	  misma	   línea,	  en	  un	   trabajo	  previo	  en	  el	  que	  se	  habían	  incluido	  120	  sujetos	  en	  los	  que	  se	  diagnosticó	  o	  excluyó	  asma	  mediante	  test	  de	  metacolina,	  entre	  otros,	  se	  objetivó	  que	  7	  de	  los	  16	  pacientes	  que	  tuvieron	  una	  PB	  negativa	  con	  metacolina,	  en	  los	  meses	  posteriores	   tuvieron	   síntomas	   de	   asma	   acompañados	   de	   un	   patrón	  obstructivo	  en	  la	  espirometría,	  que	  mejoró	  tras	  la	  medicación	  antiasmática	  (250).	  Por	  este	  motivo,	  sería	   interesante	  determinar	  si	  estos	  pacientes	  con	  AMP	  positiva	  desarrollarán	  estadíos	  más	  avanzados	  de	  la	  enfermedad	  en	  un	  futuro,	   presentando	   hiperrespuesta	   frente	   a	   metacolina.	   De	   acuerdo	   con	  estos	   hallazgos,	   no	   debería	   excluirse	   el	   diagnóstico	   de	   asma	   de	   forma	  tajante	  ante	  una	  clínica	  sugestiva	  y	  un	   test	  de	  metacolina	  negativo,	  puesto	  que	  la	  inflamación	  bronquial	  es	  un	  hecho	  determinante	  de	  la	  fisiopatologia	  del	   asma	   y,	   por	   lo	   tanto,	   podría	   tratarse	   de	   un	   "estadio	   previo"	   de	   la	  enfermedad,	   que	   con	   el	   tiempo	   llegue	   a	   desarrollar	   los	   cambios	   en	   la	  remodelación	  que	  conducen	  a	  la	  reducción	  del	  calibre	  de	  la	  vía	  aérea.	  	  	  Otra	  forma	  de	  valorar	  la	  inflamación	  bronquial	  de	  manera	  no	  invasiva	  es	  la	  determinación	  de	  NO	  en	   aire	   exhalado.	   Se	  ha	  descrito	   la	   asociación	  de	   los	  niveles	  de	  NO	  elevados	  con	  la	  presencia	  de	  inflamación	  eosinofílica	  en	  la	  vía	  aérea	   y	   hay	   varios	   estudios	   que	   correlacionan	   los	   niveles	   de	   FeNO	   con	   la	  detección	   de	   eosinófilos	   en	   lavado	   broncoalveolar	   (206),	   en	   biopsia	  bronquial	  (251)	  y	  en	  esputo	  inducido,	  estableciéndose	  en	  este	  último	  caso,	  puntos	   de	   corte	   entre	   21-­‐36	  ppb	  para	  predecir	   eosinofilia	   >3%	  en	   esputo	  (208,210,252,253),	   que	   es	   la	   considerada	   clínicamente	   relevante.	   Los	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niveles	   de	   FeNO	   además	   están	   asociados	   con	   el	   resultado	   de	   la	   PB	   con	  estímulos	  indirectos	  más	  que	  con	  estímulos	  directos,	  como	  es	  lógico,	  puesto	  que	  ambos	  parámetros	  son	  indicadores	  indirectos	  de	  inflamación	  bronquial	  (109,140,254).	  En	  pacientes	  con	  síntomas	  sugestivos	  de	  asma,	  como	  tos,	  disnea	  o	  sibilantes,	  un	  valor	  de	  FeNO	  elevado	  apoya	  el	  diagnóstico,	  si	  bien,	  un	  valor	  bajo	  no	  lo	  excluye,	  especialmente	  en	  pacientes	  no	  atópicos	  (255).	  En	  algunos	  trabajos,	  los	  valores	  de	  FeNO	  se	  han	  mostrado	  más	  específicos	  que	  el	  pico	  flujo	  o	  que	  la	   espirometría	   (212,256)	   y	   similares	   a	   las	  pruebas	  de	  provocación	   (214).	  Sin	  embargo	  estas	   investigaciones	  son	  heterogéneas	   tanto	  en	   la	   técnica	  de	  medición	  de	  FeNO,	  como	  en	  la	  herramienta	  utilizada	  para	  determinar	  que	  el	  paciente	  tiene	  asma.	  Por	  este	  motivo	  se	  planteó	  el	  estudio	  llevado	  a	  cabo	  en	  el	  capítulo	  2	  de	  esta	  tesis.	  	  En	   este	   trabajo	   se	   investigó	   el	   valor	  diagóstico	  del	   FeNO	  en	  pacientes	   con	  sospecha	   de	   asma	   a	   los	   que	   se	   hizo	   un	   test	   de	   PBI	   con	  metacolina	   como	  parte	   del	   procotolo	   de	   diagnóstico.	   Encontramos	   unos	   valores	   de	   FeNO	  significativamente	   más	   altos	   en	   aquellos	   pacientes	   con	   un	   test	   de	  metacolina	  positivo,	  frente	  a	  aquellos	  que	  tuvieron	  un	  resultado	  negativo	  en	  la	  prueba	  (media:	  58	  ppb;	  IQR:	  36-­‐112,	  vs.	  media:	  29,5	  ppb;	  IQR:	  21-­‐42,75;	  p=0.000).	  Ambos	  grupos	  de	  análisis	  eran	  comparables	  en	  la	  distribución	  de	  variables	   que	   son	   conocidas	   como	   posibles	   factores	   que	   afectan	   a	   la	  medición	   de	   FeNO	   como	   el	   sexo,	   el	   índice	   de	   masa	   corporal,	   el	   hábito	  tabáquico,	   la	   presencia	   de	   rinitis	   y	   el	   tratamiento	   habitual	   para	   el	   asma	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previo	   a	   la	   prueba.	   Sólo	   hubo	   diferencias	   en	   cuanto	   al	   porcentaje	   de	  pacientes	  atópicos	  que	   fue	  mayor	  en	  aquellos	  que	   tuvieron	  una	  prueba	  de	  metacolina	  positiva	  (97,1%	  vs.	  82,5%,	  p=.036),	  y	  esto	  fue	  así	  a	  expensas	  de	  la	   sensibilización	   a	   epitelios	   (48,6%	   vs.	   22,5%,	   p=.008).	   Una	   explicación	  posible	   a	   este	   hecho	   es	   que	   en	   nuestro	   medio,	   como	   se	   ha	   comentado	  previamente,	   los	   únicos	   alérgenos	   perennes	   con	   relevancia	   clínica	   son	   los	  epitelios.	   La	   exposición	   constante	   a	   los	  mismos	   a	   lo	   largo	   de	   todo	   el	   año	  hace	   que	   estos	   pacientes	   tengan	   una	   inflamación	   subyacente	   de	   forma	  persistente	   y,	   por	   lo	   tanto,	   también	   un	   mayor	   grado	   de	   hiperreactividad	  bronquial	  que	  otros	  pacientes	  sensibilizados	  a	  alérgenos	  estacionales	  a	   los	  que	  no	  se	  encuentran	  expuestos	  a	  lo	  largo	  de	  todo	  el	  año.	  En	  nuestra	  población	  se	  obtuvo	  una	  prevalencia	  de	  asma	  del	  30,4%.	  Con	  los	  datos	   de	   FeNO	   obtenidos	   se	   contruyó	   una	   curva	   ROC	   para	   establecer	   la	  rentabilidad	   diagnóstica	   de	   la	   prueba,	   obteniéndose	   un	   buen	   área	   bajo	   la	  curva	   (AUC:	   0,762;	   95%CI:	   0,667-­‐0,857;	   p=.000).	   Se	   calculó	   el	   punto	   de	  corte	   de	   FeNO	   con	   máxima	   sensibilidad	   (74,3%)	   y	   especificidad	   (72,5%)	  resultando	   un	   valor	   de	   40	   ppb.	   Con	   este	   punto	   de	   corte,	   el	   41,7%	   de	   los	  pacientes	   tuvo	   niveles	   de	   FeNO	   elevados,	   por	   lo	   que	   el	   porcentaje	   de	  pacientes	  con	  resultado	  concordante	  en	  la	  prueba	  de	  metacolina	  y	  el	  FeNO	  fue	  del	  73%.	  No	  obstante	  el	   ínice	  Kappa	  mostró	  una	  correlación	  moderada	  (0,423).	  Con	   el	   punto	   de	   corte	   de	   máxima	   sensiblidad	   y	   especificidad,	   el	   VPP	  obtenido	  no	  es	  alto	  (54,2%),	  sin	  embargo	  sí	  tiene	  un	  elevado	  VPN	  (86,6%),	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lo	   que	   lleva	   a	   afirmar	   que	   ante	   síntomas	   sugestivos	   de	   asma	   en	   una	  población	  atópica,	  un	  valor	  de	  FeNO	  por	  debajo	  de	  40	  ppb	  permite	  excluir	  el	  diagnóstico	   de	   asma	   con	   una	   elevada	   probabilidad.	   Considerando	   este	  hecho	  se	  propone	  incluir	  la	  determinación	  de	  FeNO	  en	  el	  árbol	  de	  decisión	  de	  diagnóstico	  de	  asma	  como	  un	  paso	  previo	  a	  las	  pruebas	  de	  provocación	  bronquial	   inespecífica,	  ya	  que	  evitaría	   la	   realización	  de	  buena	  parte	  de	   las	  mismas,	  que	  aunque	  controladas,	  no	  están	  exentas	  de	  riesgo	  y	  suponen	  un	  consumo	  de	  recursos	  que	  podría	  evitarse.	  	  Trabajos	  posteriores	  (257–262)	  al	  nuestro	  han	  revelado	  hallazgos	  similares,	  aunque	  con	  diferentes	  puntos	  de	  corte,	  debido	  a	  las	  diferencias	  en	  el	  diseño	  y	  la	  población	  de	  estudio.	  	  Fukuhara	  et	  al.	  (260)	  evaluaron	  97	  pacientes	  con	  sospecha	   de	   asma.	   Empleando	   un	   punto	   de	   corte	   de	   FeNO	   de	   40	   ppb	  obtuvieron	   una	   sensibilidad	   de	   78,6%	   (95%	   CI,	   0,71%-­‐0,82%),	  especificidad	  de	  89,5%	  (95%	  CI,	  0,73%-­‐097%),	  una	  razón	  de	  probabilidad	  positiva	  de	  7,46	  (95%	  CI,	  2,61–26,56),	  y	  una	  razón	  de	  probabilidad	  negativa	  de	   0,24	   (95	   CI,	   0,19–0,40).	   La	   concordancia	   entre	   diagnosticar	   asma	   por	  medio	  de	  test	  convencionales	  y	  a	  través	  de	  los	  valores	  de	  FeNO	  fue	  de	  0,62.	  Cordeiro	  et	  al.	  (261)	  valoraron	  un	  grupo	  de	  114	  pacientes	  con	  sospecha	  de	  asma	   que	   no	   tenían	   tratamiento	   con	   corticosteroides	   inhalados	   y	  obtuvieron	  un	  punto	  de	  corte	  de	  máxima	  sensibilidad	  y	  especificidad	  para	  el	  FeNO	   de	   27	   ppb.	   Con	   este	   valor	   consiguen	   una	   sensibilidad	   del	   78%,	  especificidad	  del	  92%,	  VPP	  del	  86%	  y	  VPN	  de	  87%.	  Woo	  et	  al.	  (263)	  en	  un	  trabajo	  similar	  con	  245	  niños	  con	  sospecha	  de	  asma	  a	  los	  que	  practican	  test	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de	  broncodilatación	  o	  metacolina	  para	  establecer	  el	  diagnóstico,	  obteniendo	  un	   punto	   de	   corte	   de	   22	   ppb	   con	   máximo	   valor	   de	   sensibilidad	   y	  especificidad	   (56,9%	   y	   87,2%,	   respectivamente)	   con	   un	   VPP	   de	   90,%%	   y	  NPV	   de	   48,6%.	   Posteriormente	   Schneider	   et	   al.	   (264)	   alcanzaron	   una	  sensibildad	  de	  49%	  y	  especificidad	  de	  75%	  con	  VPP:	  56%	  y	  VPN:	  69%	  para	  un	  valor	  de	  FeNO	  de	  25	  ppb	  y	  Voutilainen	  et	  al.	  (262)	  resultados	  similares	  con	  un	  punto	  de	  corte	  de	  22	  ppb	   (S:	  56%,	  E:	  70%,	  VPP:	  75%,	  VPN:	  49%).	  Por	  último,	  Florentin	  et	  al.	  (259)	  en	  un	  estudio	  diseñado	  para	  el	  diagnóstico	  de	  asma	  ocupacional	  propusieron	  un	  FeNO	  de	  25	  ppb	  como	  punto	  de	  corte	  con	  una	  S:	  42%,	  E:	  92%,	  VPP:	  40%	  y	  VPN:	  93%.	  La	  mayoría	  de	  los	  trabajos	  coinciden	   en	   unos	   valores	   predicitivos	   negativos	   elevados	   y	   no	   tan	   buen	  valor	   predictivo	   positivo,	   lo	   que	   implica	   que	   la	  medición	   de	   FeNO	   es	   una	  herramienta	   que	   sirve	  más	   para	   la	   exclusión	   del	   diagnóstico	   de	   asma	  que	  para	   confirmarlo.	   A	   este	   respecto	   se	   ha	   publicado	   recientemente	   un	  metaanálisis	   de	   varios	   trabajos	   que	   estimaron	   el	   papel	   del	   FeNO	   en	   el	  diagnóstico	   de	   asma,	   entre	   los	   que	   se	   incluyó	   nuestro	   artículo	   objeto	   del	  segundo	  capítulo	  de	  esta	   tesis	   (265).	  Se	  consideraron	  en	  este	  metaanálisis	  4691	  pacientes	  en	  los	  que	  se	  determinó	  el	  FeNO	  y	  se	  calcularon	  variables	  de	  rendimiento	   diagnostico.	   Los	   resultados	   del	   análisis	   conjunto	   de	   los	  estudios	   mostraron	   una	   sensibilidad	   del	   78%,	   especificidad	   del	   74%.	  Igualmente	   calcularon	   la	   razón	   de	   probabilidad	   positiva	   obteniendo	   un	  resultado	  de	  3,70.	  Esto	  implica	  que	  un	  paciente	  con	  asma	  tiene	  casi	  cuatro	  veces	   más	   probabilidad	   de	   tener	   un	   resultado	   elevado	   de	   FeNO	   que	   un	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paciente	   sin	   la	   enfermedad.	   De	   la	   misma	   forma	   se	   calculó	   la	   razón	   de	  probabilidad	   negativa	   siendo	   el	   resultado	   de	   0,35.	   Esto	   significa	   que	   la	  probabilidad	  de	  que	  un	  paciente	  con	  asma	  tenga	  un	  valor	  bajo	  de	  FeNO	  es	  del	  35%.	  Por	   lo	   tanto,	   estos	  autores	   (265)	   concluyeron	  que	  el	  FeNO	  no	  es	  una	  herramienta	   diagnóstica	   útil	   para	   ser	   utilizada	  de	   forma	   aislada	   en	   el	  diagnóstico	  de	  asma,	  aunque	  sí	  es	  una	  medida	  complementaria	  a	  los	  test	  de	  función	  pulmonar	  y	  la	  prueba	  broncodilatadora.	  	  Aunque	   una	   determinación	   de	   FeNO	   elevada	   no	   es	   diagnóstica	   per	   se	   de	  asma,	  sí	  es	  conveniente	  determinar	  este	  marcador	  de	  inflamación	  bronquial	  y	   valorarlo	   conjuntamente	   con	   los	   parámetros	   de	   función	   pulmonar	   y	   los	  síntomas	  clínicos.	  	  La	  importancia	  del	  FeNO	  en	  el	  diagnóstico	  del	  asma	  se	  ha	  recogido	  en	   la	  última	  versión	  de	   la	  guía	  española	  para	  el	  manejo	  del	  asma	  (GEMA	  4.0)	  (2)	  y	  el	  punto	  de	  corte	  para	  considerar	  un	  FeNO	  elevado	  se	  ha	  actualizado	  según	  las	  recomendaciones	  de	  la	  ATS	  y	  se	  ha	  situado	  en	  50	  ppb	  (87).	   No	   obstante,	   un	   metaanálisis	   posterior	   de	   valores	   de	   FeNO	   en	  población	   sana,	   ha	   sugerido	   que	   este	   punto	   de	   corte	   debería	   bajarse	   a	   39	  ppb	   (266).	   Del	   mismo	   modo,	   la	   Sociedad	   de	   Neumología	   Francesa,	   ha	  publicado	  recientemente	  sus	  recomendaciones	  acerca	  de	  la	  medición	  de	  NO	  en	   el	   asma	   (267),	   incluyéndolo	   tanto	   en	   el	   diagnóstico	   como	   en	   el	  seguimiento	  de	  pacientes.	  	  La	   determinación	   de	   FeNO	   es	   conveniente	   no	   sólo	   por	   la	   pertinencia	   de	  valorar	  el	  componente	  inflamatorio	  como	  parte	  del	  diagnóstico	  sino	  porque,	  además,	   la	   valoración	   de	   la	   inflamación	   bronquial	   tiene	   también	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implicaciones	  terapéuticas.	  En	  el	  asma	  existen	  varios	  tipos	  de	  inflamación	  y	  el	  más	  habitual	  es	  la	  inflamación	  eosinofílica.	  Este	  tipo	  de	  inflamación	  tiene	  característicamente	  niveles	  elevados	  de	  FeNO	  como	  marcador	  indirecto	  de	  la	   presencia	   de	   eosinófilos	   en	   el	   epitelio	   bronquial	   (207)	   y,	   por	   tanto,	   es	  sensible	  al	   tratamiento	  con	  corticosteroides	   (268).	  Además,	   recientemente	  se	  ha	  demostrado	  que	  el	  valor	  de	  FeNO	  puede	  ayudar	  también	  a	  fenotipar	  a	  aquellos	   pacientes	   que	   responden	   bien	   al	   tratamiento	   con	   anticuerpos	  monoclonales	   antiIgE	   (omalizumab)	   (269).	   Por	   todo	   ello,	   la	   medición	   del	  FeNO	  tiene	  implicaciones	  a	  nivel	  terapéutico	  que	  no	  se	  pueden	  obviar.	  	  En	  el	  tercer	  capítulo	  de	  esta	  tesis	  se	  investiga	  la	  utilidad	  de	  la	  determinación	  de	  FeNO	  tras	  la	  provocación	  bronquial	  específica	  (PBE)	  con	  alérgeno	  como	  marcador	  de	  inflamación	  bronquial	  en	  pacientes	  con	  asma	  alérgica.	  	  La	  PBE	  se	  ha	  empleado	  en	  la	  investigación	  de	  la	  patogenia	  del	  asma	  o	  en	  el	  diagnóstico	   de	   asma	   ocupacional,	   dadas	   las	   implicaciones	   médico-­‐legales	  que	  tiene.	  	  Además	   de	   la	   respuesta	   inmediata	   tras	   la	   PBE,	   la	   inhalación	   del	   alérgeno	  puede	   inducir	   una	   respuesta	   tardía	   caracterizada	   por	   la	   infiltración	   de	  eosinófilos	   activados	   (270),	   lo	   que	   se	   asocia	   con	   un	   incremento	   en	   la	  hiperrespuesta	   bronquial	   (271).	   Este	   incremento	   del	   FeNO	   en	   asmáticos	  tras	  la	  PBE	  se	  ha	  relacionado	  con	  un	  aumento	  de	  la	  inmunorreactividad	  de	  la	  sintasa	  inducible	  de	  NO	  (iNOS)	  en	  el	  epitelio	  bronquial	  (272).	  	  En	  nuestro	   trabajo	   se	   investigó	   la	   utilidad	  del	   FeNO	  en	  34	  pacientes	   a	   los	  que	  se	  realizó	  PBE	  con	  alérgeno.	  	  Se	  obtuvieron	  determinaciones	  basales	  de	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FeNO	  el	  día	  de	  la	  PBE,	  previo	  a	  la	  práctica	  de	  la	  misma,	  y	  posteriormente	  al	  cabo	   de	   24	   horas	   de	   la	   finalización.	   La	   PBE	   fue	   positiva	   en	   21	   pacientes	  (61,8%).	  No	  hubo	  diferencias	   en	   los	   valores	  de	  FeNO	  basal	   entre	   aquellos	  pacientes	   en	   lo	   que	   el	   resultado	   de	   la	   PBE	   fue	   positivo,	   frente	   a	   los	   que	  tuvieron	  un	  resultado	  negativo.	  La	  respuesta	  tras	  PBE	  fue	  inmediata	  en	  siete	  pacientes,	  tardía	  en	  tres	  pacientes	  y	  dual	  en	  once	  pacientes.	  	  La	  mediana	  del	   incremento	  de	  FeNO	  en	   los	  pacientes	  con	  PBE	  positiva	   fue	  de	  14	  ppb	  (IQR:	  7	  -­‐	  37),	  y	  fue	  signifivativamente	  mayor	  que	  en	  los	  pacientes	  en	  que	  tuvieron	  una	  PBE	  negativa	  (mediana:	  -­‐1	  ppb,	  IQR:	  -­‐8	  –	  5)	  (p<0.001).	  Cuando	   se	   analizó	   este	   incremento	   en	   función	   del	   tipo	   de	   respuesta	  (inmediata	  aislada	  vs.	  dual	  o	  tardía)	  no	  hubo	  diferencias	  significativas.	  Estos	  hallazgos	   son	   similares	   a	   estudios	   previos	   en	   los	   que	   no	   se	   encontró	  diferencia	   en	   el	   porcentaje	   de	   eosinófilos	   en	   esputo	   en	   pacientes	   con	  respuesta	   inmediata	   aislada	   y	   aquellos	   con	   respuesta	   dual	   tras	   la	   PBE	  (221,273).	  	  Además,	   se	   investigó	  si	  el	  aumento	  de	  FeNO	  tenía	   relación	  con	  el	  valor	  de	  FeNO	  basal,	  no	  encontrando,	  tampoco,	  diferencias	  significativas.	  Con	  los	  valores	  de	  FeNO	  se	  construyó	  una	  curva	  ROC	  para	  buscar	  un	  punto	  de	  corte	  de	  máxima	  sensibilidad	  y	  especificidad	  en	  el	   incremento	  de	  FeNO	  entre	  el	  valor	  basal	  y	  el	  determinado	  tras	  24	  horas	  post-­‐PBE.	  Se	  obtuvo	  un	  valor	   de	   incremento	   de	   FeNO	   del	   12%	   que	   se	   asocia	   con	   un	   resultado	  positivo	  en	  la	  PBE	  con	  una	  sensibilidad	  del	  81%,	  una	  especificidad	  del	  90%,	  VPP	   de	   94,44%	   y	   VPN	   de	   75%.	   Esto	   demuestra	   que	   la	   determinación	   de	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FeNO	   tras	   24	   horas	   post-­‐PBE	   es	   un	   buen	   reflejo	   de	   los	   cambios	  inflamatorios	   que	   se	   asocian	   con	   una	   respuesta	   positiva	   en	   la	   prueba	   de	  provocación.	  Trabajos	   posteriores	   han	   encontrado	   resultados	   similares.	   Sastre	   et	   al.	  (274)	  analizaron	  68	  pacientes	  con	  sospecha	  de	  asma	  ocupacional	  a	  los	  que	  realizaron	  PBE	  con	  agentes	  de	  alto	  y	  bajo	  peso	  molecular.	  Encontraron	  que	  un	  incremento	  de	  FeNO	  del	  25%	  en	  el	  grupo	  de	  pacientes	  con	  PBE	  positiva.	  El	   punto	   de	   corte	   con	   máxima	   sensibilidad	   (50%)	   y	   especificidad	   (95%)	  para	  precedir	  una	  PBE	  positiva	   fue	  un	   incremento	  de	  41%	  con	  respecto	  al	  basal.	  En	  su	  investigación,	  sólo	  los	  agentes	  de	  bajo	  peso	  molecular	  indujeron	  un	   cambio	   significativo	   en	   el	   FeNO.	   Sin	   embargo,	   trabajos	  posteriores	   con	  agentes	  de	  bajo	  peso	  molecular	  no	  han	  encontrado	  cambios	  en	  el	  FeNO	  tras	  la	   PBE	   (275),	   que	   los	   autores	   atribuyen	   al	   hecho	   de	   que	   el	   inflitrado	  inflamatorio	  en	  el	  asma	  ocupacional	  por	  agentes	  de	  bajo	  peso	  molecular	  es	  predominantemente	   neutrofílico	   y	   no	   eosinofílico,	   que	   es	   el	   que	   tiene	  niveles	  elevados	  de	  FeNO.	  En	  nuestro	  caso,	  las	  provocaciones	  se	  efectuaron	  con	  agentes	  de	  alto	  peso	  molecular,	  lo	  que	  puede	  explicar	  las	  discrepancias	  con	  estos	  últimos	  resultados.	  En	  línea	  con	  nuestros	  hallazgos,	  Lemiere	  et	  al.	  (276)	   analizaron	   los	   cambios	   de	   FeNO	   en	   178	   pacientes	   con	   sospecha	   de	  asma	   ocupacional	   y	   detectaron	   que	   el	   incremento	   de	   FeNO	   fue	  mayor	   en	  aquellos	  pacientes	   con	  un	   resultado	  positivo	   tras	   la	  PBE	  con	  un	  agente	  de	  alto	  peso	  molecular	  (28,8	  ±	  27,1	  ppb)	  frente	  a	  aquellos	  expuestos	  a	  agentes	  de	  bajo	  peso	  molecular	   (9,5	  ±	  18,4	  ppb;	  p=0.001).	  Esta	  asociación	  entre	  el	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incremento	  de	  FeNO	  y	  la	  exposición	  a	  agentes	  de	  alto	  peso	  molecular	  puede	  deberse	   al	   mecanismo	   mediado	   por	   IgE	   subyacente	   más	   que	   al	   tipo	   de	  agente	  en	  sí	  mismo.	  Estos	  autores	  (276)	  recomiendan	  el	  uso	  de	  FeNO	  como	  marcador	  indirecto	  de	  inflamación	  en	  la	  vía	  aérea	  tras	  la	  PBE	  con	  agentes	  de	  alto	  peso	  molecular,	  sobre	  todo	  en	  pacientes	  en	  lo	  que	  no	  es	  posible	  obtener	  una	   muestra	   de	   esputo	   inducido,	   lo	   que	   ocurrió	   hasta	   en	   un	   37%	   de	   los	  pacientes.	  	  Los	  resultados	  de	  nuestro	  trabajo	  subrayan	  la	  importancia	  de	  la	  valoración	  del	  componente	  inflamatorio	  tras	  la	  PBE.	  Un	  incremento	  del	  FeNO	  24	  horas	  tras	   PBE	   por	   encima	   del	   12%	   ha	   demostrado	   un	   buen	   rendimiento	  diagnóstico,	   ayudando	  a	   la	   interpretación	  de	   los	   resultados	  obtenidos	   tras	  PBE	  con	  alérgeno.	  Así,	  algunos	  autores	  (277)	  han	  recalcado	  la	   importancia	  de	   la	   determinación	   de	   la	   inflamación	   bronquial	   mediante	   métodos	   no	  invasivos	   en	   situaciones	   de	   patología	   respiratoria	   ocupacional.	   Más	  recientemente,	   en	   el	   documento	   de	   consenso	   de	   la	   Sociedad	   Respiratoria	  Europea	   (ERS)	   de	   2014	   (278)	   se	   recoge	   la	   importancia	   del	   FeNO	   en	   la	  evaluación	   de	   la	   respuesta	   a	   la	   PBE	   con	   alérgeno,	   estableciendo	   que	   el	  incremento	  de	  FeNO	  24	  horas	  post-­‐PBE	  puede	  apoyar	  la	  respuesta	  positiva	  en	  los	  casos	  en	  los	  que	  los	  cambios	  en	  el	  FEV1	  no	  sean	  concluyentes.	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CONCLUSIONES	  
o El	   asma	   es	   una	   enfermedad	   multifactorial	   y	   con	   diferentes	  fenotipos,	   por	   lo	   que	   no	   se	   puede	   valorar	   en	   el	   diagnóstico	  únicamente	   un	   aspecto	   aislado	   como	   la	   hiperrespuesta	   bronquial,	  sino	   que	   se	   debe	   considerar	   una	   valoración	   conjunta	   con	  marcadores	   inflamatorios,	   tanto	   en	   el	   diagnóstico	   como	   en	   la	  evaluación	  de	  la	  actividad	  de	  la	  enfermedad.	  	  
o La	   provocación	   bronquial	   inespecífica	   con	   agentes	   indirectos,	   en	  este	   caso	   adenosina,	   es	   una	   forma	   de	   analizar	   el	   componente	  inflamatorio	  del	  asma,	  que	  en	  esta	  tesis	  se	  ha	  demostrado	  que	  tiene	  una	   buena	   correlación	   con	   los	   resultados	   del	   test	   de	   metacolina,	  por	  lo	  que	  es	  una	  herramienta	  útil	  para	  el	  diagnóstico	  del	  asma.	  Si	  bien	   en	   la	   práctica	   clínica	   habitual	   no	   muestra	   ventajas	   sobre	   la	  provocación	   bronquial	   inespecífica	   con	   metacolina	   ya	   que	   la	  concordancia	  de	  los	  resultados	  con	  ambas	  técnicas	  es	  muy	  elevada,	  sí	   debe	   plantearse	   su	   uso	   en	   aquellos	   pacientes	   con	   elevada	  sospecha	   clínica	   de	   asma	   en	   los	   que	   el	   test	   de	  metacolina	   resulta	  negativo.	  
o En	  la	  actualidad	  la	  medición	  de	  óxido	  nítrico	  en	  aire	  exhalado	  es	  el	  mejor	   biomarcador	   no	   invasivo	   disponible	   para	   la	   valoración	   del	  componente	   inflamatorio	  en	  el	  asma.	  Aunque	  no	  puede	  emplearse	  de	   forma	   aislada	   para	   el	   diagnóstico,	   la	   determinación	   de	   óxido	  nítrico	  en	  aire	  exhalado	  ayuda	  en	  el	  diagnóstico.	  Una	  determinación	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de	   óxido	   nítrico	   en	   aire	   exhalado	   por	   debajo	   de	   40	   ppb	   permite	  excluir	  el	  diagnóstico	  de	  asma,	  considerado	  conjuntamente	  con	  las	  medidas	  de	  función	  pulmonar.	  	  
o Además	  el	  óxido	  nítrico	  en	  aire	  exhalado	  evaluado	  24	  horas	  tras	  la	  provocación	   bronquial	   específica	   con	   alérgeno	   tiene	   buena	  capacidad	   diagnóstica	   cuando	   se	   utiliza	   en	   la	   valoración	   de	   los	  resultados	   de	   la	   provocación,	   por	   lo	   que	   se	   debe	   considerar	   su	  empleo	   	  para	  analizar	  el	  componente	   inflamatorio	  del	  asma,	  sobre	  todo	   en	   los	   casos	   en	   lo	   que	   no	   es	   posible	   lograr	   la	   obtención	   de	  muestras	  de	  esputo	  inducido.	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